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Alga szuszpenziok hatdsa arpa csirandvények
fotoszintetikus aktivitasara és Hordeum spontaneum
drught responsive 4 gén termelésére

1. BEVEZETES

A kalaszos gabonak az élelmiszeriparban és a mezdgazdasagban betdltétt sze-
repiik miatt a vilag legjelentdsebb novényfajai kozé tartoznak. A tavaszi arpat
(Hordeum vulgare) Magyarorszagon f6ként soripari céllal termesztik mintegy
haromszaz hektaron, de élelmezési és takarmanyozasi céllal is vetik. A termesz-
tett novények {6 terméscsokkentd tényezdje a szarazsag. A sorarpa kilonosen
érzékeny a szarazsagra rovid tenyészideje és a kora nyari honapok szélsdséges
csapadékviszonyai miatt.

A varhat6 klimavaltozasok azt mutatjak, hogy a szdraz napok szdma és in-
tenzitdsa novekedni fog, ezért egyre keresettebbek lesznek a szarazsagstressznek
ellenallé novények.? Mindez 0j kihivasokat jelent a novénytermesztés szamara.
Egyre nagyobb hangsulyt kap a kérnyezetkiméld gazdalkodas, ahol kiilonb6zd
ndvénykondicionald készitmények alkalmazasaval fokozhato a kultirndvények
ellenallo képessége.® A tengeri algakivonatok és mikroalga készitmények poziti-
van hatnak a novények életfolyamataira, amivel fokozhat6 a termés mennyisége
és mindésége.* A mikroalgakat novényvédo és novekedésserkentd hatasuk miatt
sikeresen alkalmazzak a novények kezelésében.’
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Ha a kornyezetbdl felvehetd viz mennyisége csokken, a ndvényi szervezetben vizhi-
any jelentkezik. Nem mindegy, hogy a névényt fejlddésének mely szakaszaban éri
a vizhiany és milyen mértékben. A stressz befolyasolhatja a novények novekedését,
a levelek expanziojat f6ként, ha a vizhidny a novény csirazasi vagy korai novekedési
periddusaban jelentkezik. A novények lehetséges védekezése a szarazsagstresszel
szemben, hogy vastag, mélyrehatd gyokérzetet fejlesztenek, ezzel biztositva a folya-
matos vizellatast.° Mas kutatasi eredmények szerint mar mérsékelt vizhiany esetén
is megfigyelhet6 a gyokér, valamint a szar névekedésének gatldsa.”

Erdsebb vagy hosszabb ideig tartd szarazsag esetén a stressz a fotoszintetikus
folyamatokra is hatast gyakorol.® A fotoszintetikus apparatus allapotanak jellem-
zésére rendszerint a fotoszintetikus elektrontranszport jellemzé paramétereit
(Fo, Fi, Fm, Fv, Fp) és ezek aranyait hasznaljak az egyes rendellenességek (kar-
tevok altal okozott karok, kiilonbo6zé stresszek, korai 6regedés) megallapitdsara.’
Fontos paraméter az Fv/Fm arany, mely a PSII fotorendszer maximalis kvantum
hatasfokat jellemzi, ennek allapotarél kovetkeztetni tudunk a névény fotoszinte-
tikus kapacitasara.'

A szarazsag soran bekovetkezé morfoldgiai és élettani paraméterek valtoza-
sa molekuldris szinten is megfigyelhetd. Arpa novények vizsgalatakor azonosi-
tottak a Hsdr4 (Hordeum spontaneum drught responsive) gént, melynek ex-
presszidjaban kiilonbség mutatkozott a szarazsagstresszre érzékeny és tolerans
arpa genotipusok kozott.!
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2. ANYAG ES MODSZER

A kisérleteket a Gabonakutatd Nonprofit Kft. Taplanszentkereszti N6vényneme-
sité Kutatéallomasa altal biztositott vizigényes (KH Lilla) és szélsGségesen szd-
razsagtliré (Rhiane) fajtakkal végeztiik. A fajtakat szobah6mérsékleten, nedves
kornyezetben eldcsiraztattuk, a 2. napon csiraztatd haléra helyeztiik. A csiranové-
nyeket folyadékkultiraban neveltiik. Kontroll, alga-szuszpenzidval (MACC612;
MACC430) és PEG6000 20%-os oldataval kezelt mintakat vizsgaltunk (1. kép).
Az algakat (Nostoc entophyton és Tetracystis sp.) a Mosonmagyarévari Algagytj-
temény biztositotta szamunkra.

1. kép: MACC612-es alga szuszpenzidval és PEG6000 20% oldataval kezelt
Rhiane fajta hajtashossza

A liofilezett algdkbdl desztillalt vizzel 10 g L™ koncentraciéju szuszpenziot készi-
tettlink, amit ultrahangos sejtroncsoléval (VirSonic 600, USA) kezeltiink 2 per-
cig. A kisérletekhez minden alkalommal frissen készitett mikroalga szuszpenziot
hasznéltunk, melyet a csirdztatastdl szamitott masodik és hetedik napon alkal-
maztunk. A vizelvoné kezelést 20%-os PEG6000-es oldattal csiraztatast kovetd
hetedik napon alkalmaztuk a kontroll és az algaval kezelt mintak esetén egyarant.
A kilencedik napon az 6sszes novény hajtasabol reprezentativ médon mintat vet-
tiink a novekedési paraméterek (gyokér- és hajtashossz, gyokér- és hajtas nedves
tomeg), a fotoszintetikus aktivitds (Fv/Fm) valamint a Hsdr4 gén expresszidjanak
méréséhez.
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Kilenc napos csiranévényeken a morfologiai paraméterek mérését kovetden
meghataroztuk a fotoszintetikus aktivitas valtozasat pulzalé amplittdémodulaci-
6s (PAM) hordozhaté6 MINI-PAM klorofill-a fluoriméterrel (Heinz Walz GmbH,
Germany). Az elektrontranszportlanc iires allapotat minden esetben husz percig
tartd sotétadaptalassal értiik el. Novekvd fényintenzitassal 0 m?s”-725 m2s™' PAR
(Photosyntetically Active Radition) tizenharom cikluson keresztiil hiisz masod-
percenként végeztiink méréseket, melyhez IMAG-MIN/B kék fényt kibocsajto
mérdfejet hasznaltunk. Fajtdnként négy ismétlésben harom-harom névényen
meértiik a sotétadaptalt minta fluoreszcencigjat (Fo), a maximalis fluoreszcencia
hozamot (Fm) fényadaptalt allapotban a maximalis fluoreszcenciat (F'm), vala-
mint a megvilagitott minta aktudlis fluoreszcencia hozamat (F). A mért para-
méterekbd] (Fo, Fm, Fm) kiszdmitottuk novények fényhasznositdsat (Fv/Fm=
(Fm-Fo)/Fm).

Molekularis biologiai mérések soran RNS-t vontunk ki TRI-Reagent® rea-
genssel (Zymo Research) 0,1 g friss arpalevél felhasznéalasaval, melyet folyékony
nitrogénben elporitottunk. A mintdk tisztasagara az A260/A280 aranybdl ko-
vetkeztettiink. Az ellendrzés soran megfeleld értékként fogadtuk el, ha az A260/
A280> 1,9. Az arany meghatarozasa spektrofotométer (Hitachi U2910, Japan)
segitségével tortént. Az RNS mintakbdl RevertAid M-MuLV Reverse Transcrip-
tase (Fermentas) enzim segitségével szintetizaltunk cDNS-t. Az Osszemérést
kovetGen a reakcidelegyet 42 °C-on 60 percig inkubaltuk SureCycler 8800 PCR
(Agilent Technologies) késziilék segitségével. A Real-Time RT-PCR reakcidhoz
Luminaris Color HiGreen Low ROX qPCR Master Mixet (Thermo Scientific)
alkalmaztunk a gyarté utasitdsanak megfeleléen. A reakciokat Mx3000P qPCR
System (Agilent Technologies) Real-Time PCR késziiléken futtattuk le normaél
tizemmodban. A reakcié sordn referencia primerként stabilan expresszalodo,
a novényekben nagy mennyiségben jelen lev$ alpha-tubulint alkalmaztuk, For-
ward primer: SAGTGTCCTGTCCACCCACTC 3, Reverse primer: 5> AGCAT-
GAAGTGGATCCTTGG 3°'"* A vizsgalni kivant gén pedig a Hsdr4 Forward
primer: 55CCGGGCTTTATTCCTGGCT 3, Reverse primer: 5> TTTCCAGTA-
CAACCCTCCGCT3’13. A Hsdr4 gén expresszidjanak mértékét az alabbi képlet
szerint szamoltuk ki: PEG Hsdr4/(PEG/K tub)*K hsdr4.
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3. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

Az alga szuszpenzioval torténd kezelések eddigi eredményeként a morfologiai
bélyegek (gyokér— és hajtashossz, gyokér- és hajtastomeg) kis mértékii noveke-
dését tapasztaltuk. A KH Lilla fajta esetében a kontrollhoz képest a MACC430-as
alga-szuszpenzidval tortént kezelés fokozta a gyokérhossz, hajtashossz novekedé-
sét, mig az MACC612-es alga-szuszpenzio a gyokértomegre volt pozitiv hatassal.
A kapott eredmények koziil a gyokérhossz véltozasa MACC430-as algakezelés
hatasara szignifikans eltérést mutatott a kontrollhoz képest (1. dbra). A Rhi-
ane fajtanal a hajtashossz, gyokértomeg, hajtastomeg novekedését tapasztaltuk
a kontroll mintahoz képest MACC612 alga-szuszpenzidval torténd kezelésnél.
A gyokértomeg valtozdsa MACC430-as kezelést kovetSen is pozitiv volt. A gyo-
kérhossz MACC430 kezelést koveté PEG kezelés hatdsara nétt. Szignifikans el-
térést a kontrollhoz képest az MACC612 alga kezelés mutatott a gyokértomeg
esetében (2. abra). A PEG kezelés hatasdra bekovetkezd gyokér és hajtastomeg
csokkenés az algakezeléssel megsziintethetd, a kontroll vizkultiraban nevelt no-
vényekre jellemz6 mennyiségi karakterisztikakat kaptuk.

1. dbra: A gyokérhossz valtozasa alga, szdrazsagstressz és kombindlt kezelések
esetében KH Lilla és Rhiane fajtaknal
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Jelmagyarazat: * szignifikans P=0,05, Kontroll= kezeletlen minta, KPEG= PEG6000
20%-os oldataval kezelt minta, MACC430= Tetracystis sp alga-szuszpenzidval kezelt
minta, MACC430PEG= Tetracystis sp alga-szuszpenzidval és PEG6000 20%-os olda-
taval kezelt minta, MACC612= Nostoc entophyton alga-szuszpenzidval kezelt minta,
MACC612PEG= Nostoc entophyton alga-szuszpenzidval és PEG6000 20%-os oldataval
kezelt minta.
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2. dbra: A gyokértomeg valtozasa alga, szarazsagstressz és kombinalt kezelések
esetében KH Lilla és Rhiane fajtaknal

Rel. Fv/Fm valtozasa
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Jelmagyarazat: * szignifikans P=0,05, Kontroll= kezeletlen minta, KPEG= PEG6000
20%-os oldataval kezelt minta, MACC430= Tetracystis sp alga-szuszpenzidval kezelt
minta, MACC430PEG= Tetracystis sp alga-szuszpenzidval és PEG6000 20%-os olda-
taval kezelt minta, MACC612= Nostoc entophyton alga-szuszpenzidval kezelt minta,
MACC612PEG= Nostoc entophyton alga-szuszpenziéval és PEG6000 20%-os oldataval
kezelt minta.

Az alga kezelés hatasat a fotoszintetikus paraméterekre nem tudtuk kimutatni. A
szélséségesen vizigényes (KH Lilla) és szélsGségesen szarazsagtiiré (Rhiane) fajta
fotoszintetikus aktivitasa (3. abra) nem véltozott szignifikansan sem PEG, sem az

alga kezelés hatasara.

3. abra: A fényhasznositds (Fv/Fm) valtozésa alga, szarazsagstressz és kombindlt
kezelések esetében KH Lilla és Rhiane fajtaknal
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Jelmagyarazat: Kontroll= kezeletlen minta, KPEG= PEG6000 20%-os oldataval kezelt
minta, MACC430= Tetracystis sp alga-szuszpenziéval kezelt minta, MACC430PEG=
Tetracystis sp alga-szuszpenziéval és PEG6000 20%-os oldataval kezelt minta,
MACC612= Nostoc entophyton alga-szuszpenzidval kezelt minta, MACC612PEG=
Nostoc entophyton alga-szuszpenzidval és PEG6000 20%-os oldatéval kezelt minta.
A kivalasztott arpafajtdkon végzett génexpresszios vizsgalatok alapjan megal-
lapitottuk, hogy a szarazsagtlrésében szerepet jatszé gén a Hsdr4 gén expresz-
sziojaban kiilonbség figyelhet6 meg a KH Lilla és Rhiane fajtak kozott. A KH
Lilla fajta esetében az MACC612-es alga-szuszpenzidval torténd kezelést kovetd
vizelvonod kezelés hatasara a Hsdr4 gén expresszidja csokkent. Ezzel szemben
a Rhiane fajtanal az egyes alga szuszpenziokkal torténd kezelés utani vizelvonas
fokozta a Hsdr4 gén expresszidjat (1. tablazat).

1. tablazat: A Hsdr4 gén expresszidjanak valtozasa alga, szarazsagstressz és kom-
binalt kezelések esetében KH Lilla és Rhiane fajtaknal

(PEG hsdr4)/((PEG/K tub)*K hsdr4)
KH Lilla fajtanal Rhiane fajtanal
KPEG 0,9940 0,9805
MACC612 0,9400 1,0062
MACC612PEG 0,9822 1,0258
MACC430 1,0280 1,0506
MACC430PEG 1,0472 1,0440

Jelmagyarazat: Kontroll= kezeletlen minta, KPEG= PEG6000 20%-os oldatéval ke-
zelt minta, MACC430= Tetracystis sp alga-szuszpenzidval kezelt minta, MACC-
430PEG= Tetracystis sp alga-szuszpenziéval és PEG6000 20%-os oldataval kezelt min-
ta, MACC612= Nostoc entophyton alga-szuszpenziéval kezelt minta, MACC612PEG=
Nostoc entophyton alga-szuszpenziéval és PEG6000 20%-os oldataval kezelt minta.
(PEG hsdr4)/((PEG/K tub)*K hsdr4))= A Hsdr4 gén relativ expresszidjanak valtozasa
a referencia génhez viszonyitva.

4. KOVETKEZTETES

A munkank soran arra kerestiik a valaszt, hogy a tavaszi arpa csirandvények
egyes novényélettani paraméterei (gyokér és hajtashossz, gyokér és hajtas ned-
ves tomeg, Fv/Fm valamint a Hsdr4 expresszids szintje) milyen mértékben jelzik
a fajtak szarazsagtird képességét. Tovabbd, hogy a szarazsagtiird képesség fokoz-
hatd-e alga-szuszpenzi6 alkalmazasaval.
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A morfolégiai paraméterek estében a KH Lilla fajta gyokérhossz valtozasanal,
valamint a Rhiane fajta gyokértomeg véaltozasanal algahatast mutattunk ki. A KH
Lilla esetében a Tetracystis sp., mig a Rhiane fajtanal a Nostoc entophyton alga
hatasara szignifikansan (P=0,05) néttek egyes paraméterek.

A tényleges PSII teljesitmény (Fv/Fm) mérése soran a kontroll mintakhoz
képest nem sikeriilt valtozast kimutatnunk sem alga-szuszpenzidval torténé ke-
zelés, sem pedig vizelvonas esetén. Ennek feltételezhetd oka az lehet, hogy a keze-
lések hatasara nem sériilt eléggé a novények elektronszallito rendszere.

A Hsdr4 gén génkifejez6désének mértéke elkiiloniil a kezelések hatdsa-
ra. Eddigi eredményeink alapjan egyediil a vizigényes KH Lilla fajtanal nétt
a génexpresszio a referencia génhez képest a MACC 612-es alga-szuszpenzidval
torténd kezelést kovetd vizelvonas hatasara. A pontos eredmények kozléséhez
még tovabbi mérések sziitkségesek. Az eredmények alapjan feltételezhetd, hogy az
alga-szuszpenzidval torténd kezelés a szenzitiv fajtanal alkalmas lehet a szaraz-
sagtlré képesség mértékének jellemzésére.

A Nostoc entophyton és Tetracystis sp alga-szuszpenzié adagolasa a névények
névekedésére kiilonbozden hatott. A vizigényes KH Lilla fajtanal az MACC430-
as alga f6ként a hajtashosszra és a gyokérhosszra volt pozitiv hatassal. A széls6-
ségesen szarazsagtiird Rihane fajtanal a hajtashossz, hajtastomeg és gyokértomeg
novekedését az MACC612-es alga hatasaként figyeltiik meg. Eddigi eredménye-
ink alapjan a vizkultdraban nevelt arpa csiranovényeknél a két alga koziil a Nos-
toc entophyton alga alkalmas a szarazsag-stressz karos hatasainak mérséklésére.
A piélyazati idGszak végéig tovabbi méréseket terveziink annak eldontésére, hogy
miként hat az alga-szuszpenzio a fajtak szarazsagtlir6 képességére.
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