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Bevezetés

A kukorica napjaink egyik legelterjedtebb haszonndvénye. Tropusi eredete miatt
kiilonosen érzékeny az alacsony homérsékletre, amely komoly karokat okozhat a ndvény
fiziologiai folyamataiban. A stresszor megjelenésének egyik gyakori kovetkezménye lehet a
termés mennyiségi csokkenése, ezaltal elengedhetetlen a névényi védekezoképesség fokozasa.
Természetes eredetli, bioldgiailag aktiv hatoanyagok alkalmazasa megoldast jelenthet
kiilonboz6 stresszorok, koztiik az alacsony homérséklet altal okozott karosodéasok kivédésében.
Hidegstressz hatasara a novényekben szamos kedvezdtlen folyamat jatszodik le. Kozvetlen
hatas tobbek kozott a membranok karosodasa, a fotoszintézis nem megfelelé mikddése, az
enzimek hatékonysaganak romlasa, tovabba szamos, a transzkripcio és transzlacio folyaman
fellépd rendellenesség. Masodlagos stresszként gyakran tapasztalunk oxidativ stresszt a
novényeknél, melynek folyamdn reaktiv oxigénformak képzddnek, amelyek tovabb
karosithatjak az eld szervezetet. Korabbi kutatasok sordn bizonyitottak, hogy természetes
eredetli biologiailag aktiv vegyliletek, az S-metilmetionin (SMM) és a szalicilsav (SA) képesek
ndvelni a ndvények tolerancidjat abiotikus €s biotikus stresszorok esetén egyarant. A kezelések
tobbek kozott fokoztdk a stresszorok kivédésében szerepet jatszé vegyiiletek, példaul
fenilpropanoid szarmazékok és poliaminok, tovabba hormonok szintézisét, segitették a
fotoszintetikus apparatus funkcidjanak megdrzését és az oxidativ stressz okozta karosodasok
kivédését. Ezen kutatasok eredményeként kombinaltuk az SMM-et és a SA-at egy 1j, igéretes
vegylilet létrehozdsdnak reményében, amely feltételezésiink szerint hordozza a korabbi
hatéanyagok pozitiv tulajdonsagait, hatékonyabb védelmet biztosit a stresszorok karositd
hatdsai ellen ¢és stabilizdlja az egyébként bomlékony SMM-et. Ez az ujonnan szintetizalt
vegylilet a természetes eredetli S-metilmetionin-szalicilat (MMS), mely 1:1 aranyban
tartalmazza az SMM-et ¢és a SA-at. Kutatdisom soran ennek a vegyiletnek a

hatdsmechanizmusat vizsgaltam meg hidegstressznek kitett kukorica csirandvényeken.



1. Irodalmi attekintés

1.1 Az alacsony hdmérsékleti stresszrdl altalanosan

Az alacsony homérsékleti stressz egy széleskorben kutatott €s immaron jol feltérképezett
teriilet a novényvilagban. Szamtalan publikaci6 sziiletett a témaban, népszeriisége abban rejlik,
hogy a hideg az egyik leggyakrabban jelentkezd abiotikus stresszor. Megjelenése szamos
negativ hatast idéz eld, melynek egyik legsulyosabb kdvetkezménye lehet a terméshozam
csokkenése. Ezaltal valoban fontos megismerni hatdasmechanizmusat, a ndvényekben
végbemend valtozasokon keresztiil, tovabba a lehetséges alkalmazkodasi folyamatokat, melyek
altal elkertilhetd, illetve csokkenthetd a stresszor karosito hatasa. Fontos azonban megjegyezni,
hogy hatasa fiigg az adott hdmérséklettdl, a hdémérsékleti hatas idotartaméatol, a novény fejlodési
allapotatol, illetve mas stresszorok jelenlététél (Longo és mtsai. 2018). Alacsony
hémérsékletnek szamit a 0-15 C° kozotti, még fagypont feletti hdmérseklet. Egyes ndvényfajtak
képesek lehetnek tolerdlni az alacsony hdémérséklet megjelenését ¢Eletfolyamataik
megvaltoztatasa révén, ezt a folyamatot hidegakklimacionak nevezziik (Theocharis és mtsai.
2012). Ezzel szemben a tropusi, szubtropusi eredetii novények, beleértve a kukorica is
kiilonosen érzékenyek a hidegre, és kevésbé képesek alkalmazkodni a megvaltozott kdrnyezeti
tényez6hoz (Zhu és mtsai. 2007a, Zhang és mtsai. 2019a). A kukorica nemesités altal valt az
egyik legjelentdsebb gazdasdgi novényilinkkeé, kozkedveltsége felhasznalhatdésaganak
sokoldalusagaban rejlik (Tian és mtsai. 2009). Gazdasagi jelentdsége miatt fontos kutatasi
teriilet lehet a novény stresszre adott valaszreakcidinak vizsgalata. A hideghez valo
alkalmazkodas elsd feltétele, hogy a ndvény érzékelje a hdmérseklet csokkenését és jelatviteli
halozatok 4ltal tovabbitsa ezt a jelet a sejtmag felé, ahol ezt kovetden génexpresszids valtozasok

eldidézésével valaszol a megvaltozott kdrnyezetre (1. abra).
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1. abra Osszefoglalé dbra, az alacsony hémérséklet érzékelése és a stresszorra adott
valaszreakcio (Ruelland 2017 nyoman).

A homérséklet érzékelése rendkiviil sszetett folyamat, tobb szenzor egylittesen eredményezi a
jelatviteli utak aktivalodasat. Az érzékelésben fontos szerepet toltenek be a membranok, a
hémérséklet csokkenésével né a rigiditasuk, ezenfeliil azt is kimutattak, hogy a lehiilés
befolyasolja még a citoszkeleton elrendez6dését is, illetve szintén hatassal van a fehérjék
konformacidjara, mely altal igy az enzimek miikddését is befolyasolja (Ruelland 2017, Ding és
mtsai. 2019). A membranoknak mégis elsddleges szerepiik van, ugyanis szamos kutatas
bizonyitotta, hogy a rigidifikacio, és az ehhez kapcsolodo citoszkeleton-atrendezddés
mechanoszenzitiv kalciumcsatornakat nyit meg, és aktivalja a MAPK (mitogen-activated
protein kinase) kaszkadot (Theocharis és mtsai. 2012, Guo és mtsai. 2018). Ez az els6dleges
szerep abban is rejlik, hogy a fluiditas megvaltozasa pillanatok alatt végbemegy, mig példaul a
citoszkeleton atrendezdése akar néhany percet is igénybe vehet. Az érzékelés folyamata Soran
a szenzorok egymas aktivaciojara, miikodésére is hatassal vannak (Ruelland 2017). Az
intracellularis kalciumfelszabadulas aktivalja a CBF (C-repeat binding factor) transzkripcids
faktorokat és a COR (cold responsive) géneket, melyek miikodése feltétele az akklimaciod

kialakuldsédnak (Theocharis és mtsai. 2012). A hideg hatdsara a CBF-ek hamar aktivalodnak,
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expresszids csucsukat néhany ordn beliil elérhetik. A transzkripcios faktorok felismerik és
hozzakotédnek a CRT/DRE (C-repeat/dehydration-responsive element) DNS-szabalyozo
szakaszokhoz, mely promoterek a COR gének szabalyozo régidiban talalhatdak meg. Ezt a
1épést megel6zéen a CBF-¢k aktivacioja is sziikséges, ami az ICE (Inducer of CBF expression)
transzkripcios faktorok altal torténik, illetve az ezekhez szorosan kapcsolt CAMTA 1-3
(Calmodulin binding transcription activator 1-3) altal. A CBF-b6l harom transzkripcios faktort
kiilonitiink el (CBF1, CBF2, CBF3), mig az ICE-bdl két kiilonbozot (ICEL, ICE2). Mutécids
kisérleteken keresztiil bizonyitottak, hogy az ICEl a CBF2, de legerésebben a CBF3
expresszidjat noveli, amig az ICE2 a CBF1-re van serkent6 hatassal. A CAMTA 1-3 esetében
mind a harom faktor részt vesz a CBF-ek aktivacidjaban (Theocharis és mtsai. 2012, Zhao és
mtsai. 2015a, Ding és mtsai. 2019). Fontos tovabba megjegyezni, hogy a CBF-ek gatolhatoak
a MYB15 (R2R3-MYB tipust fehérjecsalad) altal, melyet viszont az ICE1 gatol, szintén
serkentve ezzel a CBF expressziojat (Chinnusamy és mtsai. 2007). A szignalizaciot alapvetéen
Arabidopsisban kutattak, de kukoricaban is sikeriilt azonositani a CBF géneket (Qin és mtsai.
2004). Osszegezve az eddigieket, az elsddleges szenzorok érzékelik a hdmérséklet csokkenését,
majd masodlagos hirvivok kozremiikodésével, melyek lehetnek kalcium és inozitol-1,4,5-
trifoszfat, foszfatidil-inozitol-4,5-biszfoszfat és mas foszfolipidek, miikodésbe hoznak
kalciumszenzorokat, kalciumfliggé protein-kinazokat és a MAPK kaszkadot, amelyek
foszforilaljak az ICE]1 transzkripcios faktort. Az aktivalt ICE1 bekdt a CBF3 transzkripcids
CBF3 szerepe ezt kdvetden az dsszefoglaloan COR géneknek nevezett géneket expressziojanak
fokozésa, hozzajarulva ezaltal azon géntermékek keletkezéséhez, amelyek segitik a ndvény
hidegstresszhez valé alkalmazkodésat (Zhu és mtsai. 2007). Mig az abszcizinsavrol (ABA)
kimutattdk, hogy szintén szerepet jatszik a hidegakkliméicioban, addig azon COR gének,
amelyek rendelkeznek CRT/DRE promoterekkel, nem reagaltak az ABA-kezelésre. Ez a
kaszkad tehat egy ABA-fliggetlen jelatviteli titvonal, igy elmondhato, hogy 1étezik ABA-fiiggd
és ABA-fiiggetlen szignalizacio is (Huang és mtsai. 2012).

1.2 Az oxidativ stresszrol altalanosan

Hidegstresszt kovetden gyakorta jelentkezik masodlagosan oxidativ stressz, ilyenkor
megnd a reaktiv oxigénformak (ROS) képzddése, amelyek tovabb karosithatjak a ndvények

fiziologiai folyamatait (Mittler 2002). A ROS-ok k6zé soroljuk a szuperoxid anion - (O2) és



hidroxilgydkot ((OH), tovabba a kevésbé reaktiv szinglet oxigént (*O2) és hidrogén-peroxidot
(H202) (Sharma és mtsai. 2012). ROS-0k folyamatosan képzédnek a névényekben szamos
anyagcsere-folyamat melléktermékeként, mint példaul a kloroplasztiszban a fotoszintézis soran
oxigén termelddik, mely két parositatlan elektronnal rendelkezik, ezaltal képes reaktiv
szabadgyokké alakulni. Tovabba a peroxiszomaban is szamos folyamat kdvetkeztében, illetve
a mitokondriumban az elektrontranszportlanc miikodése soran is megfigyelheté a ROS-ok
kialakulasa (Gill és Tuteja 2010). Ezek a molekuldk rendkiviil artalmasok az ¢é16 szervezetekre,
lipidperoxidaciot, proteinek oxidaciojat, nukleinsavak karosodasat, enzimek miikodésének
gatlasat okozzak vagy akar programozott sejthalalt is képesek eldidézni (Sharma és mtsai.
2012). Fontos azonban kiemelni, hogy kettés szereppel rendelkeznek: karositd hatasaik mellett
szigndl molekulaként részt vesznek bioldgiai folyamatok szabalyozasaban, példaul
novekedésben, sejtciklus-szabalyozasban, hormonok jelatvitelében és biotikus €s abiotikus
stresszvalaszokban (Miller és mtsai. 2008). Karosito vagy szignal molekula jellegiik a
koncentraci6 fliggvénye, amit az enzimatikus és nem enzimatikus antioxidans
védekezdrendszer befolyasol, mely fenntartja az egyenstlyt a sejtekben. Ezt az egyenstlyt a
stresszorok megjelenése felboritja, igy eltolodik a karositd folyamatok iranyaba, oxidativ
stresszt okozva ezzel (Gill és Tuteja 2010). Az antioxidans védekezdérendszer felelés a ROS-0k
eliminalasaért. A nem enzimatikus védekezérendszerhez tartoznak: az o-tokoferol, amely
tobbek kozott a lipidgyokoket képes detoxifikalni és a karotinoidok, amelyek a triplet klorofill
molekulak kioltasaért feleldsek. Szintén ide soroljuk a glutationt és az aszkorbinsavat, amelyek
kozvetleniil képesek reagalni a szabadgyokokkel, de részei az enzimatikus
védekezorendszernek is. A glutation és az aszkorbinsav egymast is képes redukdlni az
ugynevezett aszkorbat-glutation ciklusban, a megfelel enzimek segitségével (2. abra) (Mach
¢és Greenberg 2004). Az aszkorbinsav normal koriilmények kozott redukalt forméaban van jelen
a kloroplasztiszban, ahol kofaktora lehet a violaxantin-dezepoxidaznak, mely enzim fénystressz
hatasara képes csokkenteni a karosodas mértékét. Tovabba az aszkorbinsav kozvetleniil képes
redukdlni a O, -t, a *Ox-t, és regeneralni az o-tokoferolt és a karotinoidokat. A kloroplasztiszon
kiviil jelen van a citoszélban, a vakudlumban, a mitokondriumban ¢és az extracellularis
matrixban egyardnt, igy elmondhatd, hogy az egyik legfontosabb antioxidans molekula. A
H202-ot enzimatikus uton képes eliminalni az aszkorbat-peroxidaz (APX) altal katalizalt
folyamatban. A folyamat az aszkorbat-glutation ciklus része. Az enzim aszkorbinsavat
felhasznalva alakitja vizzé a H202-0t, mikozben dehidroaszkorbinsav (DHA) keletkezik. A
DHA-t a dehidroaszkorbinsav-reduktaz regeneralja, melyhez a redukaldé erét a redukalt

glutation (GSH) biztositja. A ciklusnak van még egy kulcsenzime: a glutation-reduktaz (GR),
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amely az immaron oxidalt glutationt (GSSH) alakitja vissza NADPH felhasznalasaval (Chin és
mtsai. 2019, Foyer és Noctor 2011, Mach és Greenberg 2004). A folyamathoz az is
hozzatartozik, hogy az aszkoribansav monodehidro-aszkorbinsavon keresztiil is atalakul
dehidroaszkorbinsavva, melyet majd a monodehidro-aszkorbinsav-reduktaz alakit vissza
aszkorbinsavva NADH kozremiikodésével (Gill és Tuteja 2010).

Fe/Cu

-——>_HO- + OH- + 02

* / H20 + 02
AT

H20; ASC GSSG NADPH

[APX] [DHAR (GR]

2. dbra Az aktiv oxigénformak detoxifikalasa (Mach és Greenberg 2004 nyoman). (SOD:

szuperoxid-diszmutaz, CAT: kataldz, APX: aszkorbinsav-peroxiddz, DHAR: dehidro-
aszkorbinsav-reduktdz, GR: glutation-reduktdz, ASC: aszkorbinsav, DHA:
dehidroaszkorbinsav, GSSG: oxidalt glutation, GSH: redukdalt glutation)

A H202-0t a katalaz is képes hatastalanitani, végeredményként pedig viz és oxigén keletkezik
(2. abra). Az enzim a peroxiszomaban lokalizalt, igy az elsGsorban a kloroplasztiszban és
citoszolban talalhato aszkorbat-peroxidazzal kiegészitve eliminaljak a reaktiv oxigénformakat
(Mach ¢és Greenberg 2004). Az enzimatikus védekezoérendszer része még a szuperoxid-
diszmutaz (SOD). A Oz-t a SOD alakitja at HoO>-da és vizzé. Ahol lehetéség van Oz
képzddésére, ott megtalalhatd a SOD is, igy harom kiilonboz6 kompartmentben, a
kloroplasztiszban, a mitokondriumban ¢s a peroxiszomaban is jelen van az enzim, ennek oka,
hogy a toltéssel rendelkezd O2” nem képes atjutni a membranokon. Harom SOD-izoformat
kiilonitiink el az alapjan, hogy milyen fém kofaktorral rendelkeznek: vas (Fe-SOD), mangan
(Mn-SOD) és réz-cink (Cu-Zn-SOD). Az izoenzimek kiilonb6z6 partikulumban is talalhatoak;
a Fe-SOD a kloroplasztiszban; a Mn-SOD a mitokondriumban és a peroxiszomaban, mig a
Cu-Zn-SOD a kloroplasztiszban, a citoszolban és feltehet6leg az extracellularis térben is jelen

van (Gill és mtsai. 2015).
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Alacsony hémérséklet esetén a fotoszintézis folyamata sem miikodik kielégitéen, gyakran
fellépd  jelenség a  fénygatlds, melynek kovetkezményeként  sériilhetnek az
elektrontranszportlanc komponensei, kiilonosen érzékeny a vizbonté komplex, illetve a PSII
reakciocentrumanak kozponti eleme, a D1 fehérje (Kato és mtsai. 2015, Szalai és mtsai. 2018).
Az elektrontranszportlanc nem megfeleld miikodése esetén sériil a folyamathoz kapcsolt
széndioxid-fixacio, majd a szénhidratképzés (Allen és Ort 2001). Tovabba, ha a vizbontd
komplex és az elektrontranszportlanc mitkodése nem hatékony, a korabban leirt oxidativ stressz
folyaman szamos ROS képzddhet a kloroplasztiszban (Vass 2012, Gururani és mtsai 2015).
Ilyenkor a PSII reakciécentrumhoz kothetd nem-fotokémiai kioltd6 mechanizmusok
csOkkenthetik a karosodas mértékét, azaltal, hogy elvezetik a tobblet energiat, amit a
fotoszintetikus elektrontranszportlanc nem képes felhasznalni, ezzel is csokkentve a reaktiv
oxigénformak képzddésének lehetdségét. A nem-fotokémai kioltd mechanizmusoknak tobb
fajtaja is ismert, ilyen példaul a fényfiiggd, ApH- és xantofillciklus alapu kioltas (D’ Ambrosio
¢s mtsai. 2008).

1.3 Stresszvédd metabolitok: a fenilpropanoid szarmazékok

A fenilpropanoid ttvonalon szamtalan olyan maésodlagos anyagcseretermék képzddik,
melyek szintézise fokozodik abiotikus és biotikus stresszorok megjelenése esetén, hiszen ezek
a vegyiiletek (egyszerli fenolsavak, cinnamoidok, kumarinok, sztilbének, flavonoidok,
szalicilatok, lignanok, ligninek, melaninok, antocianok és kondenzalt tanninok) rendkiviil
sokféle modon segitik a novényt a stresszvalaszban, a kornyezethez vald alkalmazkodasban
(Naikoo ¢és mtsai. 2019). Szerepiik az olyan altalanos mechanizmusokt6l, mint az UV-sziirés,
vagy az antioxidans védelem és részben ehhez kapcsolodva a fémionok komplexalasa, olyan
specialis feladatokig terjed, mint pl. célzott védekezés adott kérokozo ellen vagy az auxin
anyagcseréjének szabalyozasa (Alkan és Yemenicioglu 2016, Demidchik 2017, Farrant és
mtsai. 2017, Francini és mtsai. 2019, Jajoo és Allakhverdiev 2017, Jansen 2017). Alacsony
homérséklet esetén fokozdodik a ROS-ok felhalmozodasa, destabilizalddnak a membranok és n6
a fényérzékenység, igy a gyokfogd, membranstabilizalo, fénysziird és még sok egyéb modon
védo hatdsu fenoloidok szintézise is jelentésen megnd (Christie €s mtsai. 1994, Francini és
mtsai. 2019, Sharma ¢és mtsai. 2019, Wisniewski ¢és  mtsai. 2017).
A fenoloidok szintézise szorosan kapcsolodik a szénhidrat-anyagcseréhez, eritroz-4-foszfat és

foszfoenol-pirosz6lésav kapcsolodasaval keletkeznek, majd a sikimisavon keresztiil aromas
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aminosav (fenilalanin) képzédik. Az utvonal kovetkezd 1épése a fenilalanin deaminacioja,
melyet a fenilalanin-ammonia-liaz (PAL) enzim katalizal. @A PAL mikodésének az
anyagcseretermékek szabalyozasaban is dont0 szerepe van. A deaminacid eredményeként
transz-fahéjsav képzodik, mely molekuldbol a fahéjsav-4-hidroxilaz (C4H) alakitja ki a
p-kumarsavat (Shuab és mtsai. 2016). Az tvonal kovetkezd enzime, a 4-kumaroil-CoA-ligaz
(4CL), amely az utvonal egyik kulcsmolekulajanak, a p-kumaroil-CoA-nak a kialakulasat
katalizalja. Ebb6l a vegyliletbél szamos anyagcseretermék képzoédhet, az egyik legfontosabb
elagazasi pont a bioszintetikus Gtvonalon. A p-kumaroil-CoA tobbek kozott a ligninszintézis
kiindul6 eleme, de a flavonoidok, majd antocianok felé is elagazhat az utvonal (Vogt 2010). A
flavonoidok szintézise felé vezetd utvonalon a kalkon-szintaz (CHS) az els6 kulcsenzim, amely
katalizalja a naringenin-kalkon kialakulasat azaltal, hogy a p-kumaroil-csoporthoz harom
malonilcsoportot kapcsol hozza. A 1épést kovetden egy Gjabb elagazasi pont a bioszintézis
utvonalon a naringenin keletkezése a kalkon-izomeraz (CHI) altal. A késébbi 1épések soran az
antocianok szintézisében a flavanon-3-hidroxilaz (F3H) ¢és az antocianidin-3-O-
glikoziltranszferaz (AGT) jatszik szerepet (Saito és mtsai. 2013). A 3. abra mutatja az altalanos

fenilpropanoid utvonalat kukoricdban, hangstlyozva az antocianok felé¢ vezetd szintézist.
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3. dabra A fenilpropanoid bioszintézis utvonala kukoricaban (Sajat készitésii abra Yang és
mtsai. 2017 nyoman). (PAL: fenilalanin-amménia-liaz; C4H: fahéjsav-4-hidroxildz, 4CL: 4-
kumaroil-CoA-ligaz; CHS: kalkon-szintiz, CHI: kalkon-izomerdz, F3H: flavanon-3-
hidroxilaz; FLS: flavonol-szintaz; F3’H: flavonoid-3 -hidroxilaz ; DFR: dihidroflavonol-
reduktaz ; LDOX: leukoantocianidin-dioxigendz; ANR: antocianidin-reduktaz; AGT:
antocianidin-3-O-glikoziltranszferaz; F2H: flavanon-2-hidroxilaz; RHM: ramnoz-szintaz)
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Az antocianok és szarmazékaik a szintézis utan a citoszolbol a vakudlumba szallitddnak és a
folyamat sordn stabilizalodnak. E szallitdsban tobbféle transzporter is részt vehet, de az egyik
legmarkansabb és legtobbet bizonyitott szerepe a glutation-S-transzferaz enzimnek van
(Kitamura és mtsai. 2004, Saito és mtsai. 2013). A kukoricaban a GST szerepét mar 20-30 évvel
ezel6tt is tanulmanyoztak. Kutatasok soran harom kiilonb6z6 GST izoformat kiilonitettek el. A
GST I alland¢ jelleggel expresszalodik a levelekben és a gyokerekben egyarant, feladata kozé
tartozik a detoxifikacid, ami herbicidek megko6tését, majd a vakuolumba szallitasat foglalja
magaba. A GST II-nek szerepe hasonld, de magasabb a detoxifikald hatasa (Shah és mtsai.
1986). A GST III szintézise serkentddik példaul a nehézfémek megjelenésekor, igy ezeknek a
konjugalasaban és eliminalasban lehet szerepe. A GST I-r6l azt is kimutattak, hogy szamos
stresszor jelenlétében megné a szintézise, igymint oxidativ stressz, patogén tamadas vagy

dehidratacio megjelenésekor (Nianiou-Obeidat és mtsai. 2017), ezért munkam soran ennek az

cy ey

1.4 Az S-metilmetionin ¢és a szalicilsav jelentdsége

Munkdm sordn arra a kérdésre kerestem a valaszt, hogy a természetes eredetii
S-metilmetionin-szalicilat (MMS) elékezelés csokkentheti-e a hidegstressz soran kialakulo
karosodasok mértékét kukorica csirandvényekben, ezzel parhuzamosan segiti-e az
alkalmazkodas kialakulasat tobbek kozott a fenilpropanoid ttvonal és az antioxidans
védekezdrendszer stimuldlasa révén? Kukoricaban a vegyiilet hatismechanizmusaro6l korabbi
eredmény csak kutatocsoportunk munkajabol sziiletett, azonban ez a virusfert6zés
koriilményeit vizsgalta, alacsony hdmérséklet megjelenését nem (Ludmerszki és mtsai. 2017).
Munkam és kutatocsoportunk orientacioja korabbi kutatasok eredményeire, illetve irodalmi
adatokra épiil, miszerint az S-metilmetioninnal (SMM) és a szalicilsavval (SA) val6 elékezelés
sikeresen ndvelte a novények védekezOképességét kiilonbozo stresszorok fellépésekor. Ezen
eredményekbdl kiindulva kombinaltuk a két vegyiiletet 1:1 aranyban, hogy a két kiindulasi
komponens pozitiv tulajdonsagait egy vegyiiletben hasznalhassuk ki, igy még hatékonyabb
stresszvalaszt kivaltva az eldkezelt ndvényekben és egyuttal, hogy a kombinalt vegyiiletben
ellensulyozzuk az SMM bomlékonysagat. Az MMS tdgabb korii megismeréséhez
mindenképpen ismerniink kell a kiindulasi vegyiileteket, az SMM-et és a SA-at, igy a

kovetkezokben az alapkomponenseket szeretném roviden jellemezni.
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Az SMM egy kéntartalmi, nem eszencialis aminosav, amely széleskorben elterjedt a
ndvényvilagban. Féként hidegtiird fajokban taldlhaté meg nagyobb mennyiségben, igy nem
okoz meglepetést, hogy kaposztafé¢lékben azonositottdk eldszor (McRorie ¢és mtsai., 1954).
Ezenfeliil kutatocsoportunknak is sikeriilt bizonyitani a stresszvédd szerepét alacsony
homérséklet esetén (Racz és mtsai. 2008, Paldi és mtsai. 2014). Pozitiv hatdsa megmutatkozott
a membranok védelmében is. JOI ismert folyamat, hogy hideg hatasara sériilnek a membranok,
valtozik a membranokon keresztiili transzport, megné az ionatereszté képességiik, kevésbé lesz
szabalyozott a folyamat. Az SMM-el6kezelés hatasara csokkent a membranokban bekovetkez6
karosodas, a vegylilet membranvédd hatasat Racz és munkatarsai (2008) bizonyitottak. Az
SMM-szintézisét metioninbol az S-adenozilmetionin : metionin S-metiltranszferaz (MMT)
katalizalja, metilcsoportdonorként az S-adenozilmetionin (AdoMet) szolgal (4. abra). Az SMM
képes visszaalakulni metioninna az S-metilmetionin : homocisztein S-metiltranszferaz (HMT)
hatéasara, ezt nevezziik SMM-ciklusnak, mely éltal az SMM — kénraktart képezve — szabdlyozza
a metionin- és AdoMet-szintet (Bourgis és mtsai. 1999). Az SMM az AdoMet-szint révén
befolyasolja a poliaminok (PA) termelddését is, hiszen a spermidin és spermin (két gyakori PA)
szintézisé¢ben is az AdoMet az aminopropil-donor. Ugyanakkor az AdoMet az etilén
szintézisének is eldanyaga, igy a PA-0k és az etilén termelésében verseny alakulhat ki az
AdoMet felhasznalasaért. A PA-ok szintéziséhez sziikséges aminopropil-donor szarmazhat
kozvetleniil az SMM-b6l is. A folyamatot olyan kutatds soran bizonyitottak, amiben
specifikusan gatoltak az AdoMet dekarboxilacidjat (Lasztity és mtsai. 1992), ezzel
parhuzamosan az exogén SMM novelte a PA-szintet. Korabbi kutatasok bizonyitottak, hogy az
SMM-eldkezelés csokkentette a biotikus (Ludmerszki és mtsai. 2011) és abiotikus (Paldi és
mtsai. 2014, Rudndy és mtsai. 2015) stresszorok karosito hatasait. Az eldkezelést kovetden a
védekezd mechanizmusok gyorsabban és hatékonyabban aktivalodnak, igy nd a stressztiird

képesség.

16



adenozin

MA_«A

homocisztein
adenozm

S-adenozilhomocisztein

CHy-THF —_|

metil
THF <— /'

Y

ATP Pj
- /\/kCOOH LL» /\)\COOH

metionin adenozm

S-adenozilmetionin

SMM-ciklus MMT

2
s COOH COOH /\)\

homocisztein .
S-metilmetionin adenozm

S-adenozilhomocisztein

4. dabra Az S-metilmetionin-ciklus (Szegé és mtsai. 2007 nyoman). A reakcié sordan S-
metilmetioninbdl és homociszteinbél a HMT (S-metilmetionin : homocisztein S-metil-
transzferaz) enzim 2 metionin molekulat képez. A metionin MMT (S-
adenozilmetionin:metionin S-metiltranszferaz) segitségével SMM-mé alakul, mig az
AdoMet (S-adenozilmetionin) S-adenozilhomociszteinné alakul. (THF: tetrahidrofolat;
CHB3-THF: metilén-tetrahidrofolat)

Az MMS masik alapkomponense a szalicilsav, a ndvényekben hormonhatasarol is ismert
molekula, amely részt vesz a ndvekedés, fejlodés és a kornyezethez valod alkalmazkodas
szabalyozasaban (Peleg és Blumwald 2011, Janda és mtsai. 2017). Biotikus stresszorok esetén
szigndlmolekula  funkcidja  jol  ismert, példaul patogéntdmadast kovetden a
szalicilsav-molekuldk konnyedén tudnak mozogni sejtrdl sejtre, igy indukalva a ndvények
rendszerszintli szerzett rezisztenciajat (SAR). A szalicilsav szintézisének két f6 utvonala is
ismert. Szintetizalédhat a kloroplasztiszban korizmatbol izokorizmaton keresztiil, mely
folyamatot az izokorizmat-szintaz és az izokorizmat-piruvat-liaz enzimek katalizaljak. A masik
lehetéség a fenilpropanoid ttvonal kezdeti szakaszahoz kapcsolodik. Ebben az esetben a

fahéjsavbol orto-hidroxi-fahéjsav keletkezik, amely majd tovabbalakul szalicilsavva, a
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fenilpropanoid Gtvonalon keresztiil (Janda és mtsai. 2017). A szalicilsav alkalmazasa sokrétii,
korabbi kutatas soran az is bizonyitast nyert, hogy az exogén modon adott szalicilsav indukalja
az endogén szalicilsav-szintézist (Horvath és mtsai. 2007). Azonban a vegyiilet nagy
mennyiségben gatlo hatassal is lehet a novény egyes anyagcsere-folyamataira. Ezzel szemben
megfeleld koncentracidban a levélfeliilet, a levélszam, a friss és szaraz tomeg novekedésén
keresztiil n6 a fotoszintézis €¢s a CO2-megkotés hatékonysaga és a transpiracios rata (Hayat €s
mtsai. 2010). Chen és kollégai (2006) kimutattak, hogy a szalicilsav a fenilpropanoid utvonalon
keletkez6 aromas vegyiiletek szintézisét is serkentette, melyek szintén fontos vegyiiletek a
novényi alkalmazkodasban. Tovabba maga a szalicilsav-szintézis is kéthet6 a fenilpropanoid
utvonalhoz, ugyanis fenilalanin, transz-fahéjsav, majd benzoesav szintézisén keresztiil is
kialakulhat szalicilsav a novényekben (Shah  2003), ezaltal a fenilpropanoid utvonal
serkentésén keresztiil, még inkabb kapcsolhatd az exogén adagolés pozitiv hatdsa az endogén
szalicilsav-szintézisre. Ezenfeliil az antioxidans enzimek (pl. glutation-reduktaz, gvajakol-
peroxidaz) aktivitdsdnak emelkedését is tapasztaltak exogén szalicilsav-kezelés hatdsara éppen
hidegstressz esetén (Horvath és mtsai. 2007). Mas kutatasok soran is bizonyitottak antioxidans
védelmet serkentd hatasat, azokban a ndvényekben, amelyekben szalicilsav halmozodott fel,
nott a glutation-reduktaz aktivitasa és ezaltal a redukald erd. A szalicilsav mennyiségét a reaktiv
oxigénformak is novelték, mindemellett a szalicilsav is novelte a hidrogén-peroxid szintjét,

amely szintén fontos szignalizaciés molekula (5. abra) (Herrera-Vasquez és mtsai. 2015).
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5. dbra Kélcsonhatas a szalicilsav és a reaktiv oxigénformak kozott (Herrera-Vasquez és
mtsai. 2015 nyomdn). (ROS: reaktiv oxigénformak, SA: szalicilsav, GSH: glutation
redukalt formdja, GSSG: glutation oxidalt formdja)

A kiindulasi komponensek (SMM, SA) stresszkivéddé hatasa bizonyitott, viszont az SMM
erdsen bomlékony molekula, ami megneheziti hasznalatat. Ezért hoztuk 1étre a két anyag 1:1
aranyu vegyiiletét, amelyben az NMR-spektroszkopiai mérések alapjan ionos kdlcsonhatas van
a pozitiv toltést SMM és a negativ toltésti SA kozott. Feltételezésiink szerint a vegyiilet
abiotikus és biotikus stresszhatdsok esetén is novelheti a ndvény sajat védekezoképességeset €s
emellett az SMM szamara is stabilabb format jelent. Eddigi eredményeink, ugy tlinik, igazoljak

elozetes varakozasainkat.
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2. Célkitizések

Munkam soran arra a kérdésre kerestem a valaszt, hogy az MMS-el6kezelés milyen

mértékben képes csokkenteni a kukoricakban bekdvetkezd karosodasokat hidegstressz esetén,

tovabba hogyan fokozza a kukorica védekez6 mechanizmusait? Megvizsgaltam, hogy az MMS

hordozza-e a két kiindulasi vegyiilet (SMM, SA) stresszkivédd tulajdonsagait, illetve hogy

azokkal 0sszehasonlitva, hogyan jellemezhetd a vegytilet pozitiv hatdsa. Az SMM esetében az

Osszehasonlitas alapjaul kutatocsoportunk korabbi mérési eredményeire tdmaszkodtam, mig a

szalicilsav esetében irodalmi adatokra.

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

Tanulmanyoztam a fotoszintetikus apparatusban bekodvetkezd valtozasokat, amelybdl
kovetkeztethetiink a névények fiziologiai allapotara. A mérés soran a kettes fotokémiai
rendszer (PSII) kvantumhatékonysagat és az ehhez tartoz6 nem-fotokémiai kioltasok
paramétereit vizsgaltam, illetve a klorofilltartalom valtozasat, ezenfeliil pedig a

Klorofill-bioszintézisben résztvevd egyes gének expresszids valtozasat.

Megvizsgaltam, hogy az SMM sokszor bizonyitott membranvédd hatasa jellemz-€ az

MMS-re is.

Célom volt megvizsgalni a fenilpropanoid ttvonalon képzddd metabolitok mennyiségi
valtozasait, illetve a szintézisben résztvevd enzimek génexpresszids valtozasat, ugyanis

ezek az anyagcseretermékek szerepet jatszanak a hidegakklimacio kialakitasaban.

Ezenfelil megmértem az antioxiddns enzimek aktivitdsdt és génexpresszids
modosulasat, ugyanis masodlagos stresszként gyakori az oxidativ stressz, igy az
antioxidans rendszer vizsgalatabol kovetkeztetni lehet a novényekben bekovetkezo

karosodasra, ill. az MMS védohatasara.
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3. Anyag és modszer

3.1 A ndvények nevelése és kezelése

A kisérleteket Mv350 hibrid szemeskukoricaval (Zea mays L. cv Mv350) végeztem. A
csirdztatds soran a szemeket el6szor 6%-0s H202-ban fertétlenitettem 30 percen keresztiil, ezt
kovetden szintén 30 percen keresztiil desztillalt vizzel mostam. Végezetiil a szemeket egy 6ran
keresztiil Y4-es Hoagland tapoldatban duzzasztottam, majd tapoldattal 4taztatott papirvattaval
¢s szurdpapirral bélelt Petri csészében csirdztattam harom napon keresztiil sotétben,
szobahdmérsékleten. A csirazast kovetden, a ndvényeket fézOpoharakba iiltettem, a tovabbi

novénynevelés hidroponikus koriilmények kozott tortént.

A nevelés koriilményei: a novényeket 23°C allandd hémérsékleten, 14 ora megvilagitasi
periddussal (200 pmol m™? S'l) ~75% relativ paratartalom mellett, emelt vastartalma Yi-es
Hoagland tapoldaton neveltem, melynek pontos Osszetétele Hoagland és Arnon (1938)
publikacidjdban taldlhat6. A ndvények tdpoldatat 2 naponta cseréltem. A csirandvényeket a
csiraztatastol szamitott 10. napon kezeltem MMS-sel. A vegyiileteket a kukoricak tapoldatahoz
adtam 0,05 mM koncentracidban. A novények tapoldatat 24 ora elteltével visszacseréltem az
eredeti tapoldatra, ezt kovetden a novényeket 24 ora idétartamu, 6 C°-0s hidegstressznek tettem
Ki.

Alapvetden négy kezelési csoportot kiilonbodztettem meg:

e kontroll névények (K): a novényeket a fent leirt koriilmények kozott neveltem

o  MMS-kezelt névények (M): a névények 10 naposan 24 6éras MMS-kezelést kaptak

e hidegkezelt novények (HK): a névények 11 naposan 24 6ras hidegkezelést kaptak

o MMS-eldkezelt és hidegkezelt novények (HM): a novények 10 naposan 24 6ras MMS-

eldkezelést, majd 11 naposan 24 6rés hidegkezelést kaptak

Az MMS-kezelést kapott, de a hidegstresszel nem taldlkozd ndvények mintavételezése
ugyanakkor tortént, mint a K, HK és HM csoporté, igy a novények a mérések alkalmaval

egyiddsek voltak.

Meéréseim elején még kétféle idotartami hidegstresszel kezeltem a nodvényeket, igy
megkiilonboztettem 4 Oras, illetve 24 6ras hidegkezeléseket. A rovidebb idétartamt kezelést

kapott névényekre és kontroll parjukra az alabbi néven hivatkozok a dolgozatban:

e M4: a novények 10 naposan 24 6ras MMS-kezelést kaptak, majd mérésiik a 4 Oras

hidegkezelést kapott ndvényekkel egyidében tortént
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e HK4: andvények 11 naposan 4 6ras hidegkezelést kaptak
e HM4: a ndvények 24 6ras MMS-elokezelést, majd ezt kdvetden 4 6rés hidegkezelést
kaptak

Azon mérések esetében, amikor a ndvényeket a rovidebb, 4 6ras hidegstresszt kdvetden is
mértem, a 24 6ras hidegstresszt kapott novényeket a megkiilonboztetés végett M24, HK24 és
HM24 nevekkel jeloltem. A kontroll névények is minden esetben egyiddsek voltak a
hidegkezelt novényekkel, igy ezekben az esetekben K4 és K24 csoport is elkiiloniil, mely
csoportok kozott természetesen nincsen kiillonbség, csupan annyi, hogy a K24 csoport

novényeinek mérése 20 6raval késobb tortént.

3.2 Fluoreszcencia indukcié mérése

A kettes fotokémiai rendszer (PSII) kvantumhatékonysagat és nem-fotokémai kioltasat
mértem annak érdekében, hogy képet kapjak a ndvények altalanos fiziologiai allapotarol, a PSII
fotoszintetikus aktivitdsan, illetve a fotoszisztéma esetleges sériilésein keresztiil. A mérés soran
PAM-101-102-103 klorofill fluorométert (Walz, Effeltrich, Németorszag) hasznaltam Solti és
munkatarsai (2008) publikaciojaban leirtak alapjan. A névényeket (2. levél) elészor 15 percig
sOtétadaptaltam, majd ezt kdvetéen lemértem az Fo (minimalis fluoreszcencia) és Fm (maximalis
fluoreszcencia) értékeket. Az Fo értékét tigy kaptam meg, hogy a ndvényeket alacsony
fényintenzitast voros fénnyel vilagitottam meg (650 nm) (modulacios frekvencia: 1,6 kHz;
fényintenzitds: <1 pmol m? st), majd az Fm érték regisztralasdhoz szaturiciés fénnyel
vilagitottam meg a novényeket, a két értékbol kiszamolhatjuk az Fu/Fm értéket, ami a PSII
maximalis kvantumhatékonysagat adja meg. Ezt kovetden lemértem a PSII aktualis
kvantumhatékonysagat (AF/Fm’). Ehhez sziikség van az Fm’ értékre, ami a maximalis
fluoreszcencia fény adaptalt értéke. Ehhez a novényeket folyamatos aktinikus fénnyel
(fényintenzitds: 3500 pmol m™ s!) vildgitottam meg, majd kériilbeliil 100 masodpercenként
tavoli voros fénnyel vilagitottam meg a levelet, amig az Fn’ értéke el nem ért egy allando
értéket, ebben az allapotban a reakcidcentrumok zart allapotban vannak. A maximalis és

aktualis qvantumhatékonysag szamitasa:
Fv/Fm = (Fm'FO)/Fm

AF/Fm,: (Fm,'Ft)/Fm’
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A nem-fotokémiai kioltasok paramétereihez a leveleket szintén aktinikus fénnyel vilagitottam
meg (fényintenzitas: 100 pmol m™2 s™), de a modulécios frekvenciat 100 kHz-re atallitottam, az
Fo’ érték leméréséhez lekapcsoltam az aktinikus fényt és ezt kovetden 3 masodperccel a
novényeket tavoli vords fénnyel (730 nm) vilagitottam meg (Solti és mtsai. 2008). A
paraméterek kiszamitasaban Hendrickson és munkatarsai (2005) publikacidjara tamaszkodtam,

amely alapjan a PSII altal abszorbealt fényenergiat négy dsszetevore bonthatjuk fel:
1= @pg)+ Pt p +DOnpo+Pnr

®psii: aktiv PSII reakcidcentrumok fotokémiai hatékonysaga

Onpq:  fényfiiggd, ApH- ¢és  xantofillciklus alapti  szabalyozott hdédisszipacio
(fluoreszcencia kioltas)

@, p: fluoreszcencia és konstitutiv hédisszipacio

®nr: inaktivalddott PSII reakcidcentrumok energiadisszipacioja
A paraméterek az alabbi egyenletek alapjan szdmolhatoak ki:
®psi = ((1-Fo)/Fm’)*((Fo/Fm)/ (FuW/FmM))
Oneq = ((F/Fm’)-(Fi/Fm)) (Fu/Fm)/ (FW/FmM))
@1, o = (Fd/Fm)/((Fv/Fm)/(Fu/FmM))
®nrF = 1-((Fu/Fm)/(Fu/FmM))

Az egyenletek megoldasahoz sziikséges még az alabbi paraméterek feloldasa: Fy: steady-state
allapot a megvilagitast kovetden, Fuv/FmM: kezdeti energiaelnyelési hatékonysag a fénygatlas

eldtt (Solti és mtsai. 2014).

3.3 Pigmenttartalom meghatarozasa spektrofotométerrel

A Kklorofilltartalom meghatarozashoz a novények 2. levelét hasznaltam, amelyb6l 1 cm
atmér6ji korongokat (4 db) homogenizaltam 80%-0s acetonban, majd centrifugalast (10 perc,
15000 g) kovetden a feliiliszobol meghataroztam a mintak klorofilltartalmat 663,6 és 646,6
nm-es hullamhosszon spektrofotométerrel (PerkinElmer Life and Analytical Sciences,
Waltham, MA, USA). A pigmenttartalmat (klorofill-a + klorofill-b) Porra és mtsai (1989)

publikacidja alapjan az alabbi egyenletekkel szamoltam:
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klorofill-a (ug/ml) = (12,25 * Eees) - (2,55 * Ee46,6)
klorofill-b (ug/ml) = (20,31 * Ees66) - (4,91 * Eee3e)

A kapott értékeket korrigaltam a fényszorassal (irdnytangens hasznalata a 730 és 800 nm-€s
mért elnyelés alapjan), a higitds mértékével, a bemért levélkorongok friss tomegével és az

egységnyi levélfeliilettel.

Az 0sszes karotin- ¢és xantofilltartalmat Lichtenthaler és Buschmann (2001) munkaja alapjan
szamoltam ki. A 2. levélbél szarmazo 1 cm atmér6ji levélkorongokat (4 db) 80%-0s acetonban
homogenizaltam, majd centrifugalas (10 perc, 15000 g) utan 470 nm-es hullamhosszon
detektaltam a pigmenttartalmat, a mennyiségét pedig az alabbi egyenlet alapjan szamoltam ki,

mely belekalkulalja a klorofillmolekulak kék tartomanyban torténd abszorpcidjat:
Osszes karotin- és xantofilltartalom (ug/ml) = (1000 * E470 — 1.82 * C wif-a -85,02* C kif.n)/198

Az egyenlethez tartozo klorofill-a és klorofill-b tartalmat a publikacioban leirt egyenletek

szerint hataroztam meg:
klorofill-a (ug/ml) = (12,25 * Egess) - (2,79 * Esa6.6)
Klorofill-b (ug/ml) = (21,50 * Eeas.6) - (5,10 * Eee3,e)

A kapott értékeket szintén korrigaltam a higitas mértékével és a bemért levélkorongok friss

tomegével.

Az 0Osszes fenoloidtartalmat Folin—Ciocalteu reagens (FCR) hozzaadasaval vizsgaltam
Teklemariam és Blake (2004) publikacidja alapjan. A 0,5 g tomegli mintakat 10 ml
metanol : viz : sésav 79 : 20 : 1 aranyu keverékben homogenizaltam, majd 10 percig 15000g9-n
centrifugaltam, ezt kovetden a feliiluszéhoz adtam 0,5 ml FCR-t, 3 perccel késébb 1 ml telitett
Na,COs-ot, az elegyet 10 ml-re kiegészitettem a metanol : viz : sésav 79 : 20 : 1 aranya
keverékével. Az Gsszemérését kovetden 1 orat vartam, majd Spektrofotométeren (PerkinElmer
Life and Analytical Sciences, Waltham, MA, USA) 725 nm-en mértem a mintak
abszorbanciajat. Az eredményeket galluszsav ekvivalensben adtam meg, egy eldzetes

kalibracios gorbe (102 M — 10 ® M) készitésével.

A ndvények antocidntartalmanak méréshez szintén a novények 2. levelébdl vettem
mintakat. A 0,5 g tomegli mintakat 5 ml metanolos extraktumban (metanol : viz : sosav 79 : 20
: 1 aranyu keveréke) homogenizaltam. Centrifugalast kovetéen (10 perc, 15000 g) a mintak

fényelnyelését spektrofotométeren (PerkinElmer Life and Analytical Sciences, Waltham, MA,
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USA) 520 nm-en mértem, majd cianidin-3-glikozidra (C3GE) vonatkoztatva adtam meg az

antociantartalmat a kdvetkez6 egyenlet alapjan (Paldi és mtsai. 2014):

antociantartalom (C3GE) (g/L) = (As20 * Molekularis tomeg * higitds mértéke) /

molekularis extinkcios koefficiens

C3GE Molekularis tomeg = 449,2 g/mol
higitas mértéke 200*-0s volt

extinkcios koefficiens: 26 900 L *mol™ * cm

Mivel a cianidin-3-glikozid a legaltalanosabban el6forduld antocian, ezért tortént erre a

pigmenttartalom vonatkoztatasa (Lee és mtsai. 2005).

A hipokotil feletti 5 cm-es régioban szintén mértem az antociantartalmat, ugyanis az Mv350
fajtaji kukoricanak szemmel lathatoéan lilas arnyalati ezen régigja. A pigmenttartalom
kinyerése ¢és mérése megegyezik a levelekben leirt modszertannal. A szdrban mért

antocidntartalmat vonatkoztattam a bemért friss névényi tomegre.

3.4 Fenilpropanoid szarmazékok vizsgalata nagyhatékonysagu folyadékkromatografiaval
(HPLC)

A novények flavonoid- és antociantartalmat nagyhatékonysagu
folyadékkromatografiaval (HPLC) is vizsgaltam levelekben és szarban egyarant (Dionex
Ultimate 3000 UHPLC rendszer (3000RS diddasoros detektor, TCC-3000RS oszloptermosztat,
HPG-3400RS pumpa, SRD-3400 gaztalanitd, WPS-3000TRS automata mintaadagolo)). A
novényi fenoloid kivonatok mindségét befolyasolja az oldoszer polaritasa, az extrakcios 1d6 és
a hémérséklet, illetve a novényekben talalhatd fenoloidok tipusa, polimerizéltsaga, ill. a
kiilonboz6 szacharidok kotddése. Ezekbol kifolyodlag nincsen univerzalis procedura a kivonatok
elkészitésére, az egyik leghatékonyabb eljarasi modszer a fenoloidok metanolban valo Kioldasa
(Dai és Mumper, 2010). A mintakat liofilizaltam, majd 50 mg bemérési mennyiségeket 1 ml
metanol felhasznalasaval extrahaltam 50 C° hémérsékleten 60 percig. Centrifugalast kovetéen
injektaltam a kivonatokat a HPLC rendszerbe. A mozgé fazist 0,1% v/v hangyasav (A) és
acetonitril (B) elegye adta (Wulf és Nagel, 1976). Az elvalasztashoz linearis gradiens
programot hasznaltam: 0,0 perc, 20% B; 12,0 perc, 60% B 0,4 mL/min aramlasi sebességgel
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25 °C oszlophdmérsékleten. Injektalt mennyiség: 2 uL. Az oszlop paraméterei: Kinetex C18 75
x 3,0 mm; 3,5 um, (Phenomenex, USA). Az 6sszetevOk azonositasahoz tomegspektrometrias
detektalast is hasznaltunk a diddasoros detektor utan kapcsolt Orbitrap Q Exactive Focus
(Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA) késziilék alkalmazasaval (ionizacio: ESI). Az
Osszetevok mennyiségi meghatarozasahoz kiilsé standard kalibraciét hasznaltunk (UV-
detektalassal). Ehhez rutin nevii flavonoidbol készitett, ismert koncentracioji oldatokbdl
injektaltunk a késziilékbe, és az §sszetevok mennyiségét a rutin kalibracid alapjan szamitottam

Ki. A méréseket Boldizsar Imre (ELTE Novényszervezettani Tanszék) segitségével végeztem.

3.5 Membrankéarosodas-mérés

A mérésekhez a novények masodik levelébdl vett 1 centiméter atmérdjii korongokat
(10 db) hasznaltam. A ndvényi mintakat a mérés el6tt ioncserélt vizzel mostam, majd 25 ml
ioncserélt vizben rotacios razogépre (100 rpm) helyeztem. Az ionkidramlas mérését
konduktométerrel (Crison EC-Meter Basic 30+ (Crison Instruments, Spain)) végeztem, Racz
¢s munkatarsai (2008) cikke alapjan, ahol a mintakat 24 orara ioncserélt vizben razogépre
helyezték, majd ezutan lemérték a kidramlott ionok Osszességét. Eldméréseink soran azt
tapasztaltam, hogy 4 ora elteltével nem nétt tovabb az ionefflux. Igy a vizsgélat soran a
mintakbdl kidramlo ionok mennyiségét 1 ora, 2 6ra, 3 ora €s 4 ora leteltével mértem, amelyet
kovetden lemértem az Osszes iontartalmat, és az eredményt ennek a szazalékaban adtam meg

(Campos és mtsai. 2003).

3.6 Génexpresszid-valtozas mérése

A kisérletekhez szintén a ndvények 2. levelébol vettem mintat. Az RNS kinyeréséhez a
Direct-zol RNA Miniprep Kitet hasznaltam (Thermo Fisher Scientific Waltham, MA, USA).
Kiviteleztiink egy microarray kisérletet (Agilent Platform) a Chromoscience Kft. (Gencsapati,
Magyarorszag) kozremiikodésével a 24 oras hidegkezelést kovetden vett mintak mMRNS-eib6l
kiindulva. Az eredmények funkcionalis annotalasiban martonvasari kollégank, Kalapos Balazs
(Magyar Tudomanyos Akadémia Agrartudomanyi Kutatokézpont Mezdgazdasagi Intézet)
segédkezett a GenBank adatbazis Zea mays és Arabidopsis thaliana szekvenciak
felhasznalasaval. A microarray soran a kovetkezO csoportok parositasanak génexpresszios
mintdzatdnak eredményei keriiltek Osszehasonlitdsra p<0,05 szignifikancia érték alapjan:

K-M; K-HK; K-HM; M-HK; M-HM; HK-HM. A vizsgalat eredményeit Venn-diagramon
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(ami kovetkez6 online programmal késziilt: Venny 2.1

(https://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/index.html) szemléltettem, tovabba az AgriGO 2.0

(http://systemsbiology.cau.edu.cn/agriGOv2/) (azonositd: 388861644.1) verzio altal készitett

abrakon, melyeken a K-HM csoportok kertiltek 6sszehasonlitasra (Tian és mtsai. 2017). A
microarray vizsgalat eredményeinek validalasat gRT-PCR technikaval végeztik, a 4.
tablazatban szerepld gének felhasznalasaval, Balassa Gyorgy munkatarsam kdzremiikodésével.
A gRT-PCR technika altal mért relativ génexpresszio kiszamitasahoz minden esetben 3
referenciagénre normaltunk: membrane protein PBI1A10.07¢ gén (MEP), leunig (LUG) és
folilpoliglutamat-szintaz (FPGS) (Manoli és mtsai. 2012). A mérésekhez sziikséges cDNS-t
500 ng RNS-bdl kiindulva RevertAid™ (Thermo Fisher Scientific Waltham, MA, USA) reverz

transzkriptaz enzim felhasznalasaval irtam at az 1. szamu tablazat szerint.

1. tablazat A cDNS szintézishez hasznalt protokoll.

A reakcid 0sszetevoi Mennyiség (1 reakcioelegyre)
,remplat” RNS 500 ng
Oligo (dT)1s primer (0,5 pug/ul) 1 ul
Nukledzmentes viz a bemért RNS fliggvénye, az eddigi 3

komponens maximalis térfogata 12 ul
Centrifugélas utan 65 C°-on 5 perc inkubulas, majd jégen hiités.

5X reakciopuffer 4 ul
RiboLock RNase inhibitor (20U/ul) 1 ul
10 mM dNTP Mix 2 ul
RevertAid M-MuLV RT (200U/ul) 1 ul

Centrifugalast kovetden a mintak 60 percen keresztiil 42 C°-on inkubéalédnak, majd a
reakcio lezarasaként 70 C°-on 5 percig.

A gRT-PCR technikéaval a vizsgalt gének relativ expresszidvaltozasat mértem allandonak
tekinthetd expresszioju gének kifejez6déséhez viszonyitva. A moddszer SYBR Green alapu
(Maxima SYBR Green gPCR Master Mix, Thermo Fisher Scientific Waltham, MA, USA),
mely soran a fluoreszcens festék hozzakotddik a DNS-szalhoz és a miiszer (ABI StepOnePlus
real-Time PCR) ezt a fluoreszcens jelet detektalja, melynek hozamabol megtudhatjuk a DNS
mennyiségét. Azonban ez a valdsdgban pontatlan, a DNS mennyiségi ndvekedése nem
exponencialis, hanem a primerparok hatékonysaganak fiiggvénye. Ebbdl kifolydlag az
eredmények kiértékelése soran a primerek reakcidhatékonysagat belekalkulalva szamoltam a
relativ génexpressziot Pfaffl modszerével (Pfaffl 2001). A reakciohatékonysagot a LINREG

szoftver segitségével szamoltam (Ramakers és mtsai. 2003). A gRT-PCR reakci6 dsszemérése
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¢s bedllitdsi paraméterei a 2. és 3. tadblazatban szerepelnek. A reakciok soran felhasznalt

primerparok, azok szekvencidi, azonositoi és hatékonysagaik a 4., 5. és 6. tablazatban lathatok.

2. tablazat A QRT-PCR reakcioba bemért reagensek mintanként.

A reakci6 0sszetevoi Mennyiség (1 reakcioelegyre)
SYBR Green fluoreszcens festék 10 ul
Primer (2x) 0,4 ul (2x)
Nukledzmentes viz 4,2 ul
25x higitott cDNS Sul

3. tablazat A qQRT-PCR reakcio homérsékleti bedllitasai.

A reakci6 paraméterei

Kezdeti 1épés

95 C° - 10 perc

Denaturacios 1épés?

95 C° - 15 mésodperc

Kapcsolodasi 1épés?

60 C° - 15 mésodperc

Lanchosszabbitasi 1épés®™*

72 C° - 30 mésodperc

Olvadaspont-elemzés

95 C° - 15 mésodperc

55 C°- 60 masodperc
+0,3 C°-0s emelkedés*

95 C° - 15 mésodperc

240 cikluson keresztiil ismétlédott,* ezeknél a 1épéseknél detektalt a miiszer.

4, tablazat A microarray elemzés validalasahoz QRT-PCR modszerrel vizsgalt gének neve és
azonositoja, a primerek szekvenciai (5° 2 3°), az amplikon mérete (bp) és a reakcio
hatékonysaga. Az elsé oszlopban karikaval jelolt gének expresszidjat Balassa Gyorgy mérte. A
géneket NCBI azonositoval tiintettem fel, kivétel a csillaggal jelolt gének, amelyeket MaizeGDB
azonositoval adtam meg a tablazatban.

Gén Bal/jobb oldali primer (bp) Azonositd Hatékonysag
MEP TTCCTCATGTTCTTCGTGCC/ 130 AY105120.1 1,906+0,007
CAGTTCTCATTCCATCCGTG
LUG TCCAGTGCTACAGGGAAGG/ 178 | GRMZM2G425377* | 1,969+0,081
GTTAGTTCTTGAGCCCACGC
FPGS ATCTCGTTGGGGATGTCTTG/ 132 | GRMZM2G393334* | 1,991+0,033
AGCACCGTTCAAATGTCTCC
PRPO CGCCTGATTGAGCCTTTCTG/ 99 NM _001112094.2 1,921+0,023
CAGTTTCTTCCTACCGCCAA
ZXE GGTTCGTTTCCATCCTTCCG/ 114 XM_008665022.1 2,005+0,039
CTGCTGCTTCCCACTTCTTG
SAT AGAGATAGGTCCATTGCCG/ 106 NP_001105083.2 1,966+0,087
CTATTCCCCTCACGCAAAACA
LOX CCCAACAGCATTTCCATCTG/ 123 TC299191 1,798+0,0165
CCAATTACCACGCTTCTCATTC
IFH GCGACGAGAGCGAAAGTAAG/ 169 NM _001319705.1 2,04+0,059
GTTCAGCAGCAGTGACATGG
AGT CGATTGAGGTGGAGAGGGAC/ 201 NM_001157137.1 1,934+0,014
CCTTGATGCTGCCTGATGTA
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F3H CCGCACAAAACTAGGAAGCGC/ | 189 | NM_001136803.2 2,04+0,029
GTTCGTTCGTTCATACAAAGAC

DREB1 CCAGCGGTAGTTGTTGACCT/ 105 NM_001111611.1 1,894+0,017
TCCCGTTACATTCGTTTGCTT

ADCI° TTCGTCGGATTCTCTTCCTC/ 158 | GRMZM2G396553* | 2,005+0,074
CACAGGCATCTCGTCAAACA

ADC2° AGACGCTCCATAACGCATTC/ 100 | GRMZM2G374302* | 1,923+0,196
GACGTGCTTGTTCTGGTTCA

ODC° ACSTCTACGGCTCGCTCAAC/ 177 | GRMZM2G140824* | 1,918+0,171
CATTCGCCGACGCTCATCTC

SPDS4C*® ACTCACCTGCCACTTTGCTC/ 92 | GRMZM2G060896* | 2,081+0,073
ATGCCTGGATACCTCTCGAA

SPDS9C® | CCATAGGGCTGCTTTTGTTC/TGCG | 113 | GRMZM2G047867* | 1,968+0,028

GTTCTGACACTGATTC

SAMDC® GCTCAGAGAGTGATGCTCC/ 170 | GRMZM2G366392* | 1,932+0,075
TGATTAGGCTTGGCTGCTTC

SAMS® ATCGGCATAAGGTTGGGAGT/ | 131 NM_001139395.2 | 1,949+0,106
CATCTTCTATGGAGCAGCAG

PAO® GACCTTGTTTACATGCCTGC/ 182 XM_008652166.1 | 2,022+0,062
CGAACGTGTAGGAGCCAAGT

5. tablazat A QRT-PCR mddszerrel vizsgalt fenilpropanoid utvonalrol szarmazo gének és a
Glutation-S-transzferdz neve és azonositoja, a primerek szekvenciai (5° 2 3°), az amplikon
mérete (bp) és a reakcio hatékonysdaga.

Gén Bal/jobb oldali primer (bp) Azonositd Hatékonysag

C4H GCGTAAGAAGGTGATGGCT/ 99 BT039467 1,986+0,1493
AGGAGGTTGTCGTGGTTGAT

CHS GCCGACTACCCGGACTACT/ 102 NM_001148774 1,99+0,0498
CTTGCGGATCATCGACTTGT

GST GACCATCAACTTCGCCACC/ 96 M16901 1,87+0,023

ATCTACAAGTCACCATCCTGC

3.7 Az antioxidans rendszer vizsgalata

Az aszkorbat-peroxidaz (APX) és a glutation-reduktiz (GR) gének expresszios

valtozasat szintén megvizsgaltam qRT-PCR technikaval levélben és gyokérben is, a korabban

leirt metodika alapjan. A gének paraméterei a 6. szamu tablazatban lathatoak.

6. tablazat A qRT-PCR modszerrel vizsgalt antioxidans védekezorendszer génjeinek neve és
azonositoja, a primerek szekvencidai (5° 2 3°), az amplikon mérete (bp) és a reakcio

hatékonysaga.
Gén Bal/jobb oldali primer (bp) Azonositd Hatékonysag
APX CGCCCTCTTGTGGAGAAATAIGAC | 107 | XM_008662036.3 | 1,994+0,0942
CATTTAAGCATCAGCATACC
GR GGAACCTACCAAACCAGATTA/GG | 124 AJ006055 1,992+0,0367
CAACGAAGACATCAACATC
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A primerek tervezésében Liu és mtsai. (2012a) cikkére tamaszkodtunk, az APX esetében az
adott gén a 9. kromoszoman talalhato, ez az APX1.2 izoforma, a GR esetében az 1.
kromoszéman talalhato, mely a GR1 izoforma. Az emlitett két enzim aktivitasat fotometridsan
(PerkinElmer Life and Analytical Sciences, Waltham, MA, USA) levélben és gyokérben is
megvizsgaltam Szalai Gabriella Akadémiai Doktori Ertekezése (2009) alapjan. A levelek és a
gyoOkerek esetében is 0,5 g friss ndvényi tomegbdl indultam ki, melyeket folyékony nitrogénben
eldorzsoltem. A kinyerd puffer dsszetétele a kovetkezo: 0,5 mM TRIS pH 7,4; 3 mM MgCly; 1
mM EDTA. A pufferbdl 2,5 ml-t mértem mintanként az eldorzsolt névényekhez, majd 15.000
g-n 20 percig centrifugéltam.

A mérési oldat az APX esetében: desztillalt viz; 1 M TRIS puffer pH 7,8; 0,05 M aszkorbinsav;
0,1 mM EDTA; 0,1 M H202; és a minta (50 pl), melynek hozzdadéasa a korabbi dsszetevokhoz
inditja el a reakcidt. A reakciot 290 nm-en detektdltam, a reakcioelegy térfogata 750 pl.

A mérési oldat a GR esetében: 0,5 M Na-foszfat puffer pH 7,5; 2 mM 5,5'-Ditiobis
(2-nitro-benzoesav); 1 mM dietiléntriamin-pentaecetsav; 8,4 mM NADPH; 50 mM oxidalt
glutation; ¢s a minta (100 pl), melynek bemérése elinditja a reakcidt. A reakcidelegy
végtérfogata 1 ml, a mérést 412 nm-en végeztem.

Az eredményt mindkét enzim esetében a mintak fehérjetartalmara normaltam (AA min-1 g-1

fehérje).

A szuperoxid-diszmutaz (SOD) enzimaktivitasat nativ poliakrilamid gélen vizsgaltam. 0,1 g
friss ndvényi anyagot homogenizaltam kinyerd pufferben (50 mM Na-K-foszfat puffer pH 7,8;
0,1 mM EDTA, 2% m/V polivinil-pirrolidin), majd az elegyet centrifugaltam (15.000g; 10
perc) (Janknegt és mtsai. 2007). A poliakrilamid gél harom részbdl allt: 5 %-0s tomoritd gél;
10 %-os és 18 %-o0s szeparald gél. Mintanként 40 pl-t mértem be, melyeket elézetesen
bromfenolkékkel szineztem. A mintdkat a gélen valo elvalasztast kdvetden (a fesziiltség és az
aramerdsség bedllitasai: 300 V, 4 mA, majd kb. fél ora elteltével 80 mA) negativ festési
eljarassal tettem lathatova Beauchamp ¢és Fridovich (1971) altal kidolgozott moédszer
modositasaval (50 mM Na-K-foszfat puffer pH 7,8; 0,1 mM EDTA; 13 mM metionin; 60 uM
riboflavin; 2,25 mM nitroblue-tetrazolium-klorid) 30 perces sotét inkubacié utan 15 perces
megvilagitassal (Solti és mtsai. 2016). Az egyes izoformakat gatloszerek alkalmazasaval
azonositottam. A Cu-Zn-SOD miikédését 10 mM H20.-dal gatoltam, a Mn-SOD aktivitasat
pedig 300 mM aszkorbat alkalmazasaval akadalyoztam. A Fe-SOD aktivitasat szintén gatolja
a H202, viszont az aszkorbat egylittes adagolasaval az enzim ismét miikodoképessé valik. Az

irodalomban az izoformak elkiilonitésére H2O2-0t és kalium-cianidot (KCN) alkalmaznak
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(Bernardi és mtsai. 2004), azonban a KCN mérgez6 hatasat figyelembe véve nem alkalmaztam.
A megfestett géleket Epson Perfection V750 PRO gél szkennerrel digitalizaltuk Solti Adam
(ELTE Novényélettani és Molekularis Novénybiologiai Tanszék) segitségével, majd az
eredményeket Phoretix 4.01 szoftverrel (Phoretix International, Newcastle upon Tyne, UK)

értekeltiik ki. Az eredményeket a mintdk fehérjetartalméara norméaltam.

Az enzimaktivitas-mérések soran a mintakban 1év6 fehérjemennyiséget Bradford (1976)

modszere szerint allapitottam meg.

3.8 Statisztika

Az adatok feldolgozasat, kiértékelését a Microsoft Office Excel 2016-0s programmal
végeztem. A vizsgalatok eredményei 3 biologiai ismétlésbdl szarmaznak, melyek a
fotoszintézis mérések esetében 6 technikai ismétlést tartalmaznak, minden mas vizsgalat
esetében pedig 3 és 5 kozotti technikai ismétlés eredményeire épiilnek. A kezelések hatasara
bekovetkezé valtozasok és kiilonbségek meghatarozasara a Tukey tesztet (GraphPad InStat
statisztikai szofver) hasznaltam, ahol 5 %-os szignifikanciaszint mellett hataroztam meg a
kiilonbségeket. A microarray vizsgalat harom technikai ismétléssel késziilt, melynek
kiértékelése soran a kezelési csoportok elemzései szintén 5 %-0s szignifikancia szinten

ANOVA teszt felhasznalasaval torténtek.
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4. Eredmények

4.1 A fotoszintézis folyamatahoz koéthetd valtozasok

A fiziologiai folyamatok mitkodéseibdl kovetkeztethetiink a névények allapotara, igy a
fotoszintézis, és azon beliil is a fotoszintetikus elektrontranszportlanchoz kapcsolt folyamatok
eredményei képet adhatnak a hidegstressz okozta karosodas mértékér6él. Munkam soran
igyekeztem feltérképezni a vizsgalt ndvények fiziologiai allapotat, igy a fotoszintézis
miikodését és a fotoszintetikus pigmentek mennyiségét, valamint a klorofillok szintézisében
szerepet jatszo gének expresszios szintjét is vizsgaltam.

A fotoszintetikus aktivitasnak jo indikatora a PSII aktualis kvantumhatékonysaga. A
6. abra jol szemlélteti, hogy a kontroll csoporthoz viszonyitva az MMS-kezelés nem okoz
valtozast (K4: 0,727+0,411; K24: 0,755+0,008) (M4: 0,724+0,02; M24: 0,728+0,028), mig a
hidegstressz hatasara jelent6sen csokkent a kvantumhatékonysag (HK4:0,588+0,027; HK24:
0,384+0,004). Az MMS-el6kezelést kovetden a 4 oras hidegstressz utan magasabb értékeket
kaptam (HM4: 0,63+0,027), bar ez még nem kiilonbozott szignifikdnsan a csak hidegkezelt
mintak értékeitdl, viszont a 24 oras hidegstressz esetében az MMS-eldkezelés jelentdsen
javitotta a AF/Fm' értéket (HM24: 0,525+0,098). Ez egyértelmiien mutatja, hogy az elékezelés
a PSII kisebb karosodasat, hatékonyabb miikodését biztositotta alacsony hémérsékleti stressz

fennallasa esetén.
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6. abra A PSII aktudlis kvantumhatékonysdga (K4: kontroll; M4: MMS-kezelés; HK4: 4
oras hidegkezelés; HM4: MMS-eldkezelés, majd 4 oras hidegstressz; K24: kontroll;
M24: MMS-kezelés, HK24: 24 ords hidegkezelés; HM24: MMS-eldkezelés, majd 24 ords
hidegstressz). Az eltérd betiik szignifikans kiilonbséget jellnek 5%-0s szignifikancia
mellett.
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A kettes fotokémiai rendszerhez tartozd nem-fotokémiai kioltasi paraméterek szintén
informécioval szolgalnak az elektrontranszportlinc miikddésérdl. A 7. abra ad dsszefoglald
képet a PSII reakciocentrumok (RC) hatékonysagarol és a stressz hatasara indukalodo kioltasi
mechanizmusok kiilonbségeirdl. Hendrickson és mtsai. (2005) médszere alapjan az aktiv PSII
RC-ok hatakonysaga (®psi), a fényfiiggd, ApH- és xantofillciklus alapu szabalyozott
hédisszipacio (@nrg), a fluoreszcencia és konstitutiv hédisszipacio (®f,p) és az inaktivalodott
PSIl RC-ok energiadisszipacio (Pnr) Osszege egyenlé 1-gyel. igy lathato, ahogy csokken a
reakciécentrumok kvantumhatékonysaga, tigy nonek az egyes kioltasi paraméterek értékei. A
hidegkezeléseket kovetden szignifikans csokkenést tapasztaltam a ®psy értékekben a kontroll
novények értékeihez képest (K4: 0,638+0,045; K24: 0,691+0,01) (HK4: 0,44+0,027; HM4:
0,503+0,039; HK24: 0,213+0,032 ; HM24: 0,353+0,083), ezzel szemben az MMS-kezelés nem
okozott valtozast (M4: 0,64+0,027; M24 0,655+0,032). Szintén jelentésen valtoztak
hidegstressz hatasara a ®sp értékek (K: 0,212+0,03; HK4: 0,294+0,006; HM4: 0,289+0,015;
K24:0,196+0,008; HK24: 0,334+0,003; HM24: 0,311+0,04) és a Onr értékek (K4: 0,122+0,02;
HK4: 0,25+0,015; HM4: 0,201+0,027; K24: 0,08+0,004; HK24: 0,445+0,008, HMZ24:
0,33+0,034). Az MMS-kezelésnek dnmagaban itt sem volt jelentdsége a @fp (M4: 0,22+0,015;
M24: 0,206+0,009) és a Onr paraméterekre (M4: 0,116+0,022; M24: 0,086+0,013). Ezzel
szemben a ®npg paraméter esetében egyaltalan nem tapasztaltam valtozast, ezek az értékek
minden kezelési csoportban alacsonyak voltak (K4: 0,028+0,015; M4: 0,024+0,013; HK4:
0,014+0,016; HM4: 0,006+0,003; K24: 0,028+0,001; M24: 0,042+0,024; HK24: 0,007+0,001,;
HM24: 0,004+0,001).

Osszességében, ahogyan kordbban a PSII aktuélis kvantumhatékonysaganak esetében, igy itt
sem okozott emlitésre méltd valtozast a hidegstressz nélkiilli MMS-kezelés (M4; M24) sem a
RC-ok kvantumhatékonysagaban, sem a nem-fotokémiai kioltasok értékeinél. Azonban a
hidegkezelt novényeknél ismét megmutatkozik az MMS-el6kezelés védOhatasa, miszerint
magasabb volt az aktiv PSII RC-ok hatékonysaga, ezaltal a fotoszintetikus
elektrontranszportlanc miikodése. Ezzel Osszhangban a PSII védelmére szolgaldé nem-
fotokémiai kioltdsi paraméterek esetében alacsonyabb értékeket mértem, ami szintén

alatamasztja, hogy az elnyelt fényenergia a fotoszintézis folyamatara forditodik.
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7. dbra A fotoszintetikus paraméterek értékei (Dpsi: aktiv PSII reakciocentrumok
hatékonysaga, Oneq: fényfiiggs, ApH- és xantofillciklus alapu kioltas; ®x p: fluoreszcencia és
konstitutiv hédisszipacio; nr: inaktivalodott PSII RC-0K energiadisszipdcioja)

(K4: kontroll; M4: MMS-kezelés, HK4: 4 ords hidegkezelés;, HM4: MMS-elékezelés, majd 4
orashidegstressz; K24: kontroll; M24: MMS-kezelés; HK24: 24 ords hidegkezelés;, HM24:

MMS-eldkezelés, majd 24 oras hidegstressz). Az eltérd betiik szignifikans kiilonbséget
jeldlnek 5%-0s szignifikancia mellett. 4 ®npq paraméterben a mintdk kézott nincsenek
szignifikans kiilonbségek.

A zeaxantin-epoxidaz kapcsolodik a PSII RC-hoz tartozo fényfiiggd, ApH- és xantofillciklus
alapu kioltas paraméteréhez. A fotoszintetikus elektrontranszportlanc nem megfelelé miikodése
kovetkeztében a tilakoid lumen pH-ja csokken, ami eléidézi a violaxantin zeaxantinna vald
atalakulasat. A zeaxantin gyokkiolto szereppel rendelkezik, igy részt vesz a tobblet abszorbealt
fényenergia elvezetésében, a zeaxantin-epoxidaz pedig katalizalja a violaxantinnd vald
visszaalakulast. Az enzim génjének expresszidja emelkedett a kontroll ndvények értékeihez
(=1) képest. Mar az MMS-kezelést kovetéen (1,728+0,071) is magasabb génexpresszios
értékeket mértem. A hideg- és kombinalt kezelések hatasara még magasabb volt a relativ
génexpresszio (HK: 5+0,19; HM: 4,48+0,064). A microarray adatok alapjan is hasonlo mintazat

rajzolodik ki a zeaxantin-epoxidaz gén expresszidjara (8. abra).
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8. dbra A zeaxantin-epoxiddz relativ génexpresszios valtozdasa (M: MMS-kezelés; HK: 24
oras hidegkezelés; HM: MMS-elékezelés, majd 24 éras hidegstressz, a kontroll
ertéke=1). Az eltérd betiik szignifikans kiilonbséget jelolnek 5%-0s szignifikancia mellett.

A hidegstressz hatasara csokken a fotoszintetikus aktivitas, ebbdl kiindulva szerettem volna
megvizsgalni, hogy ez a jelenség egyiitt jar-e a klorofilltartalom csokkenésével. Az Osszes
klorofilltartalmat ¢és kiilon a Klorofill-a és Klorofill-b mennyiségét is megvizsgaltam, az
eredményeket pg/cm? értékben fejeztem ki. Az sszklorofill-tartalomban enyhe csékkenést
mértem a kezelések hatasara, viszont jelentds valtozast egyik esetben sem tapasztaltam. (K:
23,717 pg/cm?+2,468; M: 22,905 pg/cm?+5,76; HK: 19,734 ng/cm?+5,053; HM: 19,947
ng/cm?+4,933) (9. abra).
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9. dbra Az osszklorofill-tartalom valtozasai (K: kontroll; M: MMS-kezelés, HK: 24 ordas
hidegkezelés; HM: MMS-elokezelés, majd 24 oras hidegstressz).
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Kilon-kilon vizsgalva a klorofill-a- és klorofill-b-tartalmat, szintén nem tapasztaltam

szignifikans valtozasokat a kezelési csoportok kozott.

A microarray vizsgalat eredményei alapjan a klorofill-bioszintézis utvonalardl 4 enzim génjénél
IS jelentds expresszios valtozast talaltam (7. tablazat). A vizsgalat soran az annotalt gének
azonositoja és a 60 bazispar méretii hibridizacios probak szekvenciai mellékletként talalhatoak
a dolgozat végén (M4. tablazat). Alapvetéen elmondhatd, a hidegkezelés stimulalta a
bioszintézis utvonalan 1év6 enzimek génjeinek expresszids szintjét, ezzel szemben a csak
MMS-kezelt novények hasonld génexpresszios szintet mutatnak, mint a kontroll névények
értékei (=1). A porfobilinogén-deamindz az els6 olyan gén az ttvonalrdl, amelynek
expresszidjaban jelentds valtozast detektaltam. Az enzim a hidroxibilan kialakulasat katalizalja
porfobilinogénbdl, génexpresszidja pedig a HK csoportban kozel kétszeres novekedést
mutatott, a HM csoportban pedig négyszeres szintre emelkedett. A kovetkezé enzim az
uroporfirinogén Ill-dekarboxilaz, aminek génexpresszidos valtozasa a HM csoportban
masfélszeres emelkedést mutatott még a hidegkezelt csoporthoz képest is, az enzim a
koproporfirinogén Il vegyiilet kialakulasat katalizalja. A protoporfirinogén 1X-0xidaz esetében
a HM csoportnal szintén masfélszeres volt a génexpressziés emelkedés a HK csoporthoz
viszonyitva, az enzim a protoporfirin I1X kialakulésat idézi el6. Mig az el6z6 harom enzim a
porfirinszarmazékok bioszintézisének k6z0s részéhez tartozik, a divinil-klorofillid-reduktaz
mar a klorofillokra specializalt alitvonalon miikddik. A gén expresszidja a HK és a HM csoport
esetében is kétszeres novekedést mutat a kontroll és MMS-kezelt csoporthoz képest.

7. tablazat A Klorofill-bioszintézis utvonalan talalhato enzimek génexpresszios valtozdsai a

Micorarray vizsgalat alapjan. (M: MMS-kezelés; HK: 24 ords hidegkezelés; HM: MMS-
eldkezelés, majd és 24 oras hidegstressz, a kontroll értéke=1)

Gén M HK HM
Porfobilinogén-deamindz 1,331 1,933 3,850
Uroporfirinogen |l-dekarboxildz 0,988 4,029 6,742
Protoporfirinogén |X-oxidaz 1,093 2,706 4,004
Divinil-klorofillid-reduktaz 0,910 2,225 2,072

A protoporfirinogén 1X-oxidaz enzim génjét qRT-PCR technikaval is megvizsgaltam (10.
abra), aminek eredményei alapjan elmondhatd, hogy a mintdzat hasonld volt a microarray
adatokhoz viszonyitva, miszerint az M csoport értékei (1,327+0,085) kismértékben névekedtek
a kontrollhoz képeset, amig a hidegkezelés esetében még magasabb a protoporfirinogén 1X-
oxidaz gén expresszioja, ami megjelenik a csak hidegkezelt mintakban (HK: 13,189+0,569) és
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az MMS-eldkezelt novényeknél egyarant (HM: 13,105+0,623). Ezenfeliil, ahogy a microarray
mérés adataiban, ugy a qRT-PCR technikaval kivitelezett mérés alapjan is kozel hasonld a

génexpresszios valtozas a HK és HM csoport kozott.

Protoporfirinogén 1X-oxidaz
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10. dbra A protoporfirinogén |X-oxidaz relativ génexpresszios valtozasa (M: MMS-kezelés;
HK: 24 oras hidegkezelés; HM: MMS-elokezelés, majd 24 oras hidegstressz, a kontroll
ertéke=1). Az eltérd betiik szignifikans kiilonbséget jelolnek 5%-0s szignifikancia mellett.

Munkam soran megvizsgaltam az Osszes karotin- és xantofilltartalom mennyiségét
fotométerrel. A vizsgalatban az M és a HK csoportban talaltam valtozasokat, mindkét kezelési
csoportban emelkedett a karotinoidok mennyisége (M: 856,5 pg/cm?£160,395; HK: 834,334
ng/cm?+£148,023). A kontroll és a HM csoport kozel azonos karotin- és xantofilltartalmat mutat
(K: 731,736 ng/cm?+160,836; HM: 747,136 pg/cm?t114,25). A valtozisok kismértékiiek,
ahogy korabban a klorofilltartalom esetében sem, szignifikans kiilonbségek ebben az esetben

sem adodtak a kezelési csoportok kozott (11. abra).

37



1200 ~

1000 -

800 -

600 -

400 -

Osszes karotin -és
xantofilltartalom (ug/g)

200 -

K M HK HM

11. d@bra Osszes karotin- és xantofilltartalom valtozasai (K: kontroll; M: MMS-kezelés; HK:
24 ords hidegkezelés;, HM: MMS-el6kezelés, majd 24 ords hidegstressz).

4.2 Membranpermeabilitas-valtozas

Kozismert, hogy az alacsony homérséklet hatdsara né a membranok rigiditasa, és ezzel
egyiitt az ionok kidramlasa. Ezaltal az ionefflux szintén jo indikator lehet a ndvények fiziologiai
allapotanak felméréséhez, melynek eredményei a 12. abran lathatéak, az Osszes ion
kiaramlasanak szdzalékaban megadva 1, 2, 3 és 4 ora elteltével. Egy ora letelte utan csak a
hidegkezelt mintdban (HK: 18,239+4,571) lathatunk szignifikdns ndvekedést a kontroll
csoporthoz (K: 13,264+2,983) képest, amig az M (12,864+2,137) és HM (14,665+4,714)
csoportoknal hasonl6 az ionkiaramlas értéke, mint a kontrollnal. A 2. érat kdvetden szintén
jelentds a kiaramlas mértéke a HK csoportban (26,478+2,06), amig a masik hadrom csoport
kozott nincs kiilonbség (K: 22,375+1,3; M: 19,732+3,84; HM: 25,254+1,99). A mérés
harmadik és negyedik or4jdban — ahogy a hOmérséklet normalizalodasaval megkezdddik a
membranok helyreallasa — mar nincsenek szignifikans kiilonbségek a kezelési csoportok adatai

kozott.
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12. abra Membranpermeabilitas-valtozasai 1-4 ordig detektalva (K: kontroll; M: MMS-
kezelés, HK: 24 ords hidegkezelés, HM: MMS-el6kezelés, majd 24 ords hidegstressz). Az
eltérd betiik szignifikans kiilonbséget jelolnek 5%-0s szignifikancia mellett.

4.3 Génexpresszids valtozasok a microarray vizsgalat alapjan

Szerettiik volna feltérképezni az MMS hatasat a génexpresszios mintazatra, illetve hogy
a kombinalt kezelés valoban segiti-e a novényi védekezOképesség fokozasat az alacsony
hémérséklet jelenlétekor. Ehhez elvégeztiink egy microarray vizsgalatot, aminek elemzésével
atfogd képet kaphatunk a kukorica ndévényekben a kezelések hatasira végbemend
transzkriptomikai valtozasokrol. A vizsgalat validalasat QRT-PCR technikaval végeztiik, 13
gén felhasznalasaval. A validalas sordan olyan géneket vélasztottunk, amelyek szignifikans
génexpresszids valtozadst mutattak a microarray adatsor alapjan, és amelyek a kutatés
szempontjabol is relevans informaciokat hordoznak. A 13. 4dbran azok a gének lathatoak,
melyek expresszids vizsgalatit személyesen végeztem. A legtobb gén a hidegstressz
jelatviteléhez vagy a fenilpropanoid Utvonalhoz kothet. A validdlasban még a poliamin-
anyagcserében szerepet jatszo géneket vizsgaltuk, amelyek expresszios valtozdsat Balassa
Gyorgy mérte, igy ezek a gének az én abraimon nem szerepelnek. A 13. dbra B paneljén
ugyanazon gének lathatéak, azonban a microarray vizsgalatbol szarmazo génexpresszios
értekekkel. A két diagram Osszehasonlitasaval feltlinik, hogy a trend hasonld, az expresszios
értékekben lehetnek kiilonbségek, amelyek a qRT-PCR technika nagyobb érzékenységébol
fakadnak. A linearis regresszio elemzés eredményeként lathato, hogy a kétféle technikaval mért

génexpresszios adatok korrelalnak egymadssal (R?=0,811). Ebbdl kifolyélag a microarray
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vizsgalat eredménye validaltnak tekinthetd (14. abra). Mind az Y tengelyen, a gqRT-PCR
vizsgalatabol szarmaz6 adatokat, és mind az X tengelyen 1évé microarray kisérlet adatait kettes

alapt logaritmikus skalan abrazoltam.
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13. dbra A QRT-PCR (4) és a microarray vizsgdlat (B) alapjdan mért relativ génexpresszios
valtozasok (M: MMS-kezelés, HK: 24 ords hidegkezelés; HM: MMS-elékezelés, majd és 24
oras hidegstressz, a kontroll értéke=1). (IFH: izoflavon-2 -hidroxilaz;, AGT: antocianidin-3-
O-glikoziltranszferaz; F3H: flavanon-3-hidroxildz; DREB: dehydration responsive element
binding 1 (transzkripcios faktor); ZXE: zeaxantin-epoxidaz; SAT: szerin-acetil-transzferdz;
ICE: inducer of CBF expression 1 (transzkripcios faktor); PRPO: protoporfirinogén IX-
oxidaz; LOX: lipoxigendz 2)
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R?=0,8113

Log2 génexpresszios valtozas (qRT-PCR)

2 -
Log2 génexpresszios valtozas (microarray)

14. abra A microarray és QRT-PCR vizsgalat regresszios elemzése kettes alapu logaritmikus
skalan abrazolva.

Az ICEI és a DREBI transzkripcios faktorokat szintén kivalasztottuk a microarray validalashoz
az adatsor expresszios €rtékei alapjan. Mindkét gén jelentds expresszids emelkedést mutatott,
tovabba a hidegakklimécioban betdltott szerepiik is vitathatatlan. A membranstruktira hideg
altal eldidézett megvaltozasa aktivalja a jelatviteli Utvonalat, melynek eredményeként
kialakulhat az esetleges akklimacio. A szignalizacidban jatszik elengedhetetlen szerepet az
ICE1 és a DREB1 transzkripcios faktor. A hideg hatasara a HK (11,26+0,36) és HM
(11,58+0,383) csoportban tobb mint tizszeres emelkedést mértem az ICE1 gén expresszidjaban
(15. abra). A DREBL1 gén kifejezddése a HM csoportban is jelentésen n6 (9,189+0,426), de ezt
csaknem haromszorosan, a kontrollhoz viszonyitva pedig tobb mint 25-sz6rosen haladja meg a
HK csoport értéke (26,371+0,7). Mind a két gén esetében lathatunk emelkedést az MMS-kezelt
csoportnal is, ami az ICE1-nél 1,784+0,053; a DREB1-nél pedig 2,7+0,218 emelkedés, azonban

a gének expresszios novekedése messze elmarad a hidegkezelt csoportokhoz képest.
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15. dbra Az ICE1 és DREBI relativ génexpresszios valtozasa QRT-PCR technikdaval mérve
(M: MMS-kezelés; HK: 24 oras hidegkezelés; HM: MMS-elékezelés, majd 24 oras
hidegstressz; a kontroll értéke=1). Az eltérd betiik szignifikdans kiilonbséget jeldlnek 5%-0S
szignifikancia mellett.

A microarray vizsgalat alapjan Osszesen 4112 gén expresszidjaban talaltam szignifikans
valtozast 5 %-os szignifikanciaszint mellett a kontroll csoporthoz képest. Az eredményeket
Venn-diagram szemlélteti, ahol az 6sszehasonlitasban az alabbi parositasok szerepelnek (16.

abra):

e kontroll - MMS-kezelt (K-M)
e kontroll - hidegkezelt (K-HK)
e kontroll - MMS-el6kezelés utan hidegkezelt (K-HM)

Ahogyan a korabbi mérési eredményekbdl kiindulva varhato volt, a microarray vizsgalat adatai
alapjan a K-M 0Osszehasonlitas hozta a legkisebb kiilonbséget, ebben a parositasban mindéssze
91 génnél talaltam szignifikans valtozast, ebbdl 88 gén a hidegkezelésre és a kombinalt
kezelésre is jelentds valtozast mutatott a kontroll csoporthoz képest. A hidegkezelés mar joval
nagyobb szdmban okozott valtozast a génexpresszios mintdzatban. Szamos atfedést lathatunk a
diagram K-HK ¢és K-HM halmazaban, miszerint 3326 gén expresszidja valtozott egyiittesen.
Tovabba 187 olyan gént talaltam, ami csak a hidegkezelésre adott valaszt. Szamunkra a
legérdekesebb az maganak az MMS-el6kezelésnek a hatdsa lehet, 591 olyan gént talaltunk a

K-HM halmazban, melyek génexpresszidjaban csak a kombinalt kezelésre tortént valtozas.

42



K-M K-HK

K-HM

16. dabra A microarray vizsgdlat alapjan génexpressziosbeli aktivitas valtozdst mutato gének
szama kezelési csoportonként a kontroll csoporthoz hasonlitva 5%-0s szignifikancia
mellett (K-M : kontroll és MMS-kezelt csoport 6sszehasonlitas; K-HK: kontroll és
hidegkezelt csoport osszehasonlitas; K-HM: kontroll és MMS-eldkezelés utan
hidegkezelt, azaz kombindlt kezelést kapott csoport dsszehasonlitisa).

A microarray vizsgalat soran mért nagyszamu génexpresszios valtozasok atfogo feldolgozasat
GO (Gene Ontology) analizissel végeztem az AgriGo v2.0 online programcsomaggal
(http://systemsbiology.cau.edu.cn/agriGOv2/). A program egy algoritmust (Singular

Enrichment Analysis) felhasznalva annotalja, majd csoportositja a géneket funkcio, lokalizacio
vagy anyagcsere-utvonalak alapjan ugynevezett GO kategoridkba, melyek hierarchikus

felépitésiieck. Az AgriGO v2.0 programcsomaggal kifejezetten kukorica adatbazis alapjan
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készitettem az abrakat. A szoftver altal készitett abrak 5%-0s szignifikanciaszint mellett
késziiltek (K-HM csoport Osszehasonlitasa). A K-M csoportositast nem vizsgaltam, ugyanis a
microarray vizsgalatnal csak a gének kis szazalékanal talaltam legalabb kétszeres expresszios
valtozast 5 %-0s szignifikancia mellett. Ezenkiviil a K-HK csoportositassal sem foglalkoztam
kiilon, hiszen a hidegstressz okozta valtozasokat mar szamtalan dolgozatban publikaltak, a
munkam célja pedig elsdsorban az MMS védohatasanak feltérképezése volt. A programban
hasznalt adott algoritmus szinskalan mutatja a kezelések hatasara feliilreprezentalt GO
kategoridkat, ahol a fehértdl az élénk pirosig a szin sotétedése jelzi a p-érték csokkenését, azaz
a statisztikai szignifikancia er6sodését (17. abra). A GO kategoridk alapvetéen olyan gének
csoportositasai funkcid vagy lokalizacio alapjan, melyeknél aktivitasbeli valtozas kovetkezett
be. Az analizis tovabba ezen GO kategoriak kozotti kapcsolatot is szemlélteti, hierarchikusan
felépitve mutatja a csoportokat, példaul a szervetlen vegyiiletekre mint stimulusra adott valasz
része a vegyiiletekre adott valasznak, magaba foglalja azt. Minden kategdriahoz tartozik egy
azonosito ¢és egy név, ami Osszefoglaldan megadja a kategériaba sorolt gének funkciojat vagy
lokalizacigjat, tovabba fel van tiintetve a p-érték is, illetve, hogy az adott GO kategoriahoz hany
gén tartozik az adatbazis alapjan. Az adott kategoriakba tartozo gének kikereshet6k a szoftver

segitségével.

A GO kategoriakba besorolt gének haromféleképpen csoportosithatok: biologiai folyamatok,

sejtkomponens, illetve molekularis funkciok alapjan (Ashburner és mtsai. 2000).

A biologiai folyamatok esetében a K-HM 0Osszehasonlitisban szamos funkcionalis
csoportositdsban taldltam valtozasokat. A dolgozat torzsszOvegében csak a kutatds
szempontjabol legfontosabb funkcidkat emliteném. Ezen adattomegbdl készitett részletes
tablazatot a méretébdl kifolyolag mellékletként illesztettem be a dolgozat végén (M1. tablazat).
A biolégiai folyamatok esetében fontos kiemelni a kovetkez6 GO kategoriakat, mint példaul a
stimulusra adott valaszt (GO:0050896), mely magaba foglalja a stresszvalaszt (GO:0006950),
melyen beliil megtalalhatjuk az oxidativ stresszre adott valaszt (GO:0006979). Emellett a
stimulusra adott valaszon beliill szintén megtalaljuk a kémiai stimulansra adott valaszt
(GO:0042221) és abiotikus stresszvalaszt (GO:0009628), melyek szintén valtozast mutatnak az
MMS-elokezelés + hidegstressz hatasara. Az imént leirtakon kiviil az 17. abran lathatjuk, hogy

szamos GO kategoria feliilreprezentalt, azaz mutat valtozast a K-HM &sszehasonlitasban.
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17. abra Az AgriGO v2.0 programmal készitett GO (gene ontology) analizis a K-HM csoportok dsszevetésében (részlet). Az abran a
biologiai folyamatok szerinti GO kategoriak lathatoak, melyekben génexpresszios valtozas tortent, ill. a GO kategoriak kozott lévo
hiarerchikus kapcsolatok. Ezen kiviil az adott GO kategoria neve, azonositdja, és a kategoridba tartozé annotalt gének szama.



A sejtkomponensek GO kategdria génjeit tartalmazo részletes tablazat szintén mellékletként
talalhat6 (M2. tablazat). A sejtkomponensek GO kategoriai esetében szamos valtozast talaltam
az MMS-el6kezelés + hidegstressz hatasara, ezek koziil a sejtfalat (GO:0005618), a
plazmamembrant (GO:0005886), a peroxiszomat (GO:0005777), a vakudlumot (GO:0005773),
az endoplazmatikus retikulumot (GO:0005783), a fotoszintetikus membranokat
(GO:00034367), a mitokondriumot (GO:0005739), a Golgi apparatust (GO: 0005794) és a
sejtmagot (GO:0005634) emeltem ki (18. abra), amelyekben szamos GO Kkategoria

feltilreprezentalt a lokalizaci6 alapjan.
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18. dbra Az AgriGO v2.0 programmal készitett GO (gene ontology) analizis a K-HM
csoportok osszevetésében (részlet). Az abran a sejtkomponensek szerinti GO kategoriak
lathatoak, melyekben génexpresszios valtozas tortént, ill. a GO kategoridk kozott lévé
hiarerchikus kapcsolatok. Ezen kiviil az adott GO kategoria neve, azonositdja, és a
kategoriaba tartozo annotalt gének szama.

A sejtkomponensek szerinti GO analizis alapjan sok sejtalkoté kiemelhetd lenne, azonban a
kovetkezOkben — az SMM ¢és az MMS membranokra és plasztiszokra gyakorolt hatdsat is
figyelembe véve — a fotoszintetikus membranok GO kategoria génjeire fokuszalok. A 8.
tablazatban lathatoak ebbe a GO kategoriaba sorolt gének, melyekben génaktivitas-valtozas
tortént. Valasztasom azért is esett erre a GO kategoriara, mert a fotoszintézis miikodésébol
képet kaphatunk a névény fiziologiai allapotar6l, tovabba a kutatds soran mas mérések soran is

vizsgéltam a fotoszintézis folyamatat és folyamatban bekovetkezd valtozasokat, igy az
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eredmények jol kiegészithetik egymast. A GO kategoriaba sorolt génekhez a microarray adatsor
génexpresszios adatait rendeltem, a kontroll csoport értékeihez viszonyitva, amely minden
esetben 1 volt. Sikeriilt azonositani a /ipoxigendzl1 NP_001105981.1 gént (LOX11), amely a
jazmonsav (JA) keletkezésében jatszik szerepet. A szintézis kezdeti 1épései a kloroplasztiszban
mennek végbe, a szintézis mértéke stresszorok hatasara né (Wasternack 2014). Az altalam mért
eredmények is ezt tiikrozik, mivel a HK és a HM csoportban a lipoxigendz/1 gén expresszidja
3-4-szeresére nott a kontrollhoz képest. A validalashoz vizsgaltunk egy masik lipoxigenaz gént
is, a LOX2-t. A microarray ¢és a QRT-PCR technika adatai is azt az eredményt mutatjak, hogy
tobb tizszerese a génexpresszid a HK és HM csoportokban (13. abra). A fotoszintetikus
membranhoz rendelhetd gének kozott még az alabbiakat talaltam meg: Klorofill a/b-koté
apoprotein CP26 prekurzor NP_001105374.2; klorofill a/b-koté6 protein NP_001130616.1;
NADH-dehidrogendz 4L alegység NP_043089.1; PSII 29-es alegység NP_001105502.1. Ezeknél
a géneknél expressziobeli csokkenést tapasztaltam, ami leginkabb a hidegstressznek Kitett
kezelési csoportoknal volt jellemz6 (8. tablazat).

8. tablazat Sejtkomponensek szerinti GO kategoridkon beliil a kloroplasztiszhoz, ezaltal a

fotoszintézishez kothetd gének relativ expresszios valtozasai. (M: MMS-kezelt; HK: 24 éras
hidegkezelés, HM: MMS-eldkezelés, majd 24 oras hidegstressz).

azonosito, gén rel. génexpresszids valtozas
M HK HM
ref|[NP_001105981.1| lipoxygenasell 1,319 3,237 4,242
refNP_001105374.2| chlorophyll a/b-binding 0,872 0,434 0,384
apoprotein CP26 precursor
refNP_001130616.1| chlorophyll a-b binding protein 0,799 0,040 0,094
refNP_043089.1| NADH dehydrogenase subunit 4L 0,735 0,649 0,483

(chloroplast)

ref[NP_001105502.1| photosystem Il subunit29 0,845 0,261 0,473

A molekularis funkciok szerinti GO analizis alapjan, tobbek kozott a glutation-S-transzferaz
aktivitasa (G0O:0004364), az S-adenozil-metionin fiiggé metiltranszferaz (GO:0008757)
expresszioja vagy akar a fehérjék szerin/treonin-foszfataz (GO:0004722) expresszidja mutatott
a HM csoport valtozast a kontroll csoporthoz képest. A molekularis funkciok részletes

eredményeit tartalmazo tablazat szintén a mellékletben talalhato (M3. tablazat).
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4.4 Fenilpropanoid Gitvonal

A fenilpropanoid bioszintézis utvonalardl korabban szamos publikacioban leirtak, hogy
aktivalodik a hidegstressz hatasara, ugyanis szamos stresszvédelemben jelent6s metabolit
szintetizalodik az atvonalon. A microarray vizsgalat alapjan én is tapasztaltam génexpresszios
novekedést a metabolitok képzddésében résztvevé enzimeknél. Ebbdl kifolyolag ezeket a
géneket is felhasznaltam a microarray validalasahoz, hiszen nemcsak valtozast mutatnak
5 %-os szignifikancia mellett, de a kutatds szempontjabol is jelent6sek. Munkam soran
vizsgaltam, hogy az utvonalon talalhat6, akklimacidban szerepet jatszd enzimek génexpresszios
mintazata magasabb-e az MMS-elékezelés + hidegstressz hatasara, mint a csak hidegkezelt
novényekben. A 19. abra sematikusan abrazolja a bioszintetikus Gtvonalat, aszerint, hogy mely
enzimek génjének expresszidos valtozasat vizsgaltam QRT-PCR technikaval, a gének
expresszios értékei az abra bal oldalan lathatok, kordiagrammal abrazolva, hogy az egyes
kezeléseknél hanyad részével magasabb a génexpresszid a kontroll csoporthoz képest. A
kontroll csoportnal a génexpresszid értéke minden esetben 1 volt. A 9. tablazat a micoarray
vizsgalat eredményei alapjan szemlélteti a génexpresszios valtozasokat. A microarray
analizisben felhasznalt fenilpropanoid-fenoloid anyagcserének azonositasi és expresszios
adatai az MS. tablazatban lathatok. A gRT-PCR technikdval mért génexpresszids eredmények
értekei és az azokhoz rendelt hibasavok is lathatok diagram forméjaban a mellékletben

(M1. abra).

Négy kiilonb6z6 enzim génexpresszios valtozasat mértem qRT-PCR technikaval. Ezek a gének
a fahéjsav-4-hidroxilaz (C4H), a kalkon-szintaz (CHS), a flavanon-3-hidroxilaz (F3H) és az
antocianidin-3-O-glikoziltranszferaz (AGT). A C4H az utvonal kezdeti szakaszan talalhato,
kozvetlen a fenilalanin-ammonia-liazt (PAL) kdveti a sorban. Az enzim a fahéjsav
p-kumarsavva vald 4talakulasat katalizalja. Az MMS-kezelés hatdsara mar lathatunk
emelkedést a génexpresszioban (M: 1,479+1,224), a kontroll novényekhez képest a
génexpresszid mértéke masfélszeres (a kontroll novények génexpresszios értéke minden
esetben 1). A hidegkezelés 10-szeresére noveli a génexpresszio értekét (HK: 10,194+2,182), az
MMS-el6kezelést kovetd hidegstressz esetében pedig még jelentésebb ez a novekedés (HM:
14,634+1,441). Az utvonalrdl a kovetkezd vizsgalt enzim a CHS, ami 4-kumaroil-CoA-t és
harom malonilcsoprtot kapcsol Gssze, kialakitva ezzel a naringenin-kalkon vegyiiletet. Az
MMS-kezelt és a hidegkezelt novények esetében kozel azonos génexpresszids emelkedést

tapasztaltam (M: 1,773+0,104; HK: 1,724+0,082), mig a HM csoportnal joval szamottevobb,
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szignifikans novekedést mértem (HM: 10,448+2,05). A soron kdvetkezd altalam mért enzim a
F3H, amelynél igencsak magas génexpresszios értékeket detektaltunk mar az MMS-kezelés
hatasara is (M: 7,637+0,236). A hidegkezelt novényeknél is er6sen megndtt a génexpressziod
(HK: 50,334+1,898), ezenfelil az MMS-el6kezelt novényeknél még aktivabb volt a
génexpresszio (HM: 71,678+2,789). Az altalam vizsgalt negyedik és egyben utols6 gén az
utvonal végén talalhatd, az antocidnok végleges strukturdjanak kialakitasban jatszik szerepet.
Az AGT esetében szignifikans génexpresszids valtozast nem tapasztaltam az MMS-kezelt
novényeknél (M: 0,843+0,029), ezzel szemben a hidegstressz hatdsara génexpresszid-

novekedést detektaltam (HK: 3,805+0,1; HM: 3,205+0,041).
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19. abra A fenilpropanoid utvonal sematikus abrdja a vizsgalt génekkel. Az abra bal oldalan
kordiagrammok szemléltetik az altalam qQRT-PCR technikaval mért gének relativ
expresszios valtozasait (K: kontroll; M: MMS-kezelés; HK: 24 ords hidegkezelés; HM:
MMS-eldkezelés, majd 24 ords hidegstressz). (PAL: fenilalanin-ammonia-liaz; C4H:
fahéjsav-4-hidroxilaz;, CHS: kalkon-szintdz; F3H: flavanon-3-hidroxildz; AGT:
antocianidon-3-O-glikoziltranszferaz). Az eltérd betiik szignifikdins kiilonbséget jelélnek
5%-o0s szignifikancia mellett.
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A microarray vizsgalat adatai alapjan egy még atfogobb képet kaphatunk a fenilpropanoid
utvonal génexpresszios mintdzatarol az alkalmazott kezelések hatasara. A bioszintetikus ttrol
szamos enzim génjét sikeriilt annotalnunk (9. tablazat). A legelso és egyben egyik legfontosabb
gén az utvonalrdl a PAL, ami a fahéjsav kialakulasat katalizalja. Az enzim génjére serkentéleg
hat a hidegstressz, a HK csoport esetében koriilbeliil 2-szeresére, a HM csoport esetében pedig
tobb mint 2,5-szeresére nott az expresszio, az MMS-kezelés 6nmagaban nem okozott jelent6s
valtozast. A kovetkezd azonositott enzim a 4-kumaroil-CoA-ligaz (4CL), ami a p-kumarsavat
egy CoA-hoz koti. E gén esetében az MMS-kezelés hatasara 1,5-szeresére nott az expresszio,
tovabba a hidegkezelés hatasara még inkabb megndvekedett génexpressziot mértiink, illetve
ebben az esetben is elmondhatd, hogy a HM csoportndl a legmagasabb a relativ génexpresszio.
A CHS enzim génjét a micorarray vizsgalat alapjan is megtalaltuk, az M csoportnal azonos
értékll az expresszid a kontrolléval, amig a HK-nél 2-szeres, a HM csoportnal kozel 2,5-szeres
volt a génexpresszios emelkedés. A microarray vizsgalat alapjan a soron kovetkez6 enzimet, a
kalkon-izomerazt (CHI) is azonositottuk, ami a naringenin-kalkont alakitja at naringeninné. Az
M ¢és HK csoportnal hasonld génexpresszios novekedést lathatunk, mint a CHS esetében, ennél
kissé magasabb mértékii, 4-szeres emelkedést latunk a HM csoport esetében a kontrollhoz
képest. Az F3H génexpressziojat szintén mértem RT-PCR technikaval is, az expresszios
mintazat hasonld a microarray vizsgalat esetében is, miszerint mar az MMS-kezelés is
novekedést okoz, ennek tobbszordse a HK csoport relativ génexpresszids ndvekedése, és itt is
a HM csoportnal volt a legmagasabb az emelkedés, tobb mint 40-szeres. Ezen gén esetében
mértilk a legmagasabb génexpresszids valtozasokat. A kovetkezd gén az utvonalrdl a
dihidroflavonol-reduktaz (DFR), ami dihidroquercetin - leukocianidin atalakulasban vesz
részt. Az MMS-kezelés itt nem okozott emelkedést, a HK csoportnal pedig kortilbeliil 3-szoros,
mig a HM csoportnal kozel 4-szeres emelkedést kaptam. A kovetkezé enzim a sorban a
leukoantocianidin-dioxigenaz (LDOX), ami katalizalja a cianidinek kialakulast
leukocianidinbdl. Az enzim génjének expressziodja itt is ndvekedett, az M csoportnal majd 1,5-
szeresre, a HK-nél tobb mint 3,5-szeresére és a HM csoportnal volt az expresszid a legmagasabb
az LDOX esetében is, szam szerint 5,5-szeres. Az AGT-nél is van mar egy expresszios adatunk
gRT-PCR technikaval meghatarozva, amihez hasonlé génexpresszids értékeket lathatunk a
microarray vizsgalatbol szarmazo6 adatokbodl, miszerint az M csoportnal nincs valtozas a
kontrollhoz képest, a HK csoport 2-szeres emelkedést mutatott, amig a HM csoportnal 4-szeres

volt relativ génexpresszio.
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Q. tablazat A fenilpropanoid bioszintézis utvonalan talalhato enzimek génexpresszios valtozasa
a micorarray vizsgalat alapjan. (M: MMS-kezelés, HK: 24 oras hidegkezelés;, HM: MMS-
eldkezelés, majd 24 ords hidegstressz, a kontroll érteke=1) (PAL: fenilalanin-ammonia-lidz,
4ACL: 4-kumaroil-CoA-ligdz;, CHS: kalkon-szintdz, CHI: kalkon-izomerdz, F3H.: flavanon-3-
hidroxilaz; DFR: dihidroflavonol-reduktdz; LDOX: leukoantocianidin-dioxigendz;, AGT:
antocianidin-3-O-glikoziltranszferdz).

gén M HK HM
PAL | 1,131 | 2,191 | 2,684
ACL | 1,491 | 3,378 | 4,004
CHS | 0863 | 2061 | 2452
CHI | 1,040 | 2,227 | 4,048
F3H | 2,454 | 8492 | 40,835
DFR | 1,022 | 3114 | 3,882
LDOX | 1,462 | 3,670 | 5,544
AGT | 1,040 | 2,227 | 4,048

Osszeségében elmondhato, az esetek nagy szazalékaban maga az MMS-kezelés kismértékii
génexpresszios emelkedést okozott a ndvényekben, vagy nem volt hatassal a fenilpropanoid
utvonalon 1évd enzimek génexpresszidjara. Ezzel szemben a hidegstressz ndvelte az titvonalon
talalhat6 enzimek génexpressziojat, mindemellett viszont az MMS a hidegstresszel kombinalva
még magasabb génexpresszios emelkedést okozott. Ezek a valtozdsok megfigyelhetdek
mindkét modszer esetében, azzal a kiilonbséggel, hogy a QRT-PCR technikaval végzett mérések
a modszer érzékenységébdl fakadoan aranyaiban magasabb valtozast mutatnak a microarray

vizsgalat altal elvégzett génexpresszios értékekhez viszonyitva.

A fenilpropanoid utvonalon képzOdott antocianok és szarmazékaik jelent6s részben a
vakuolumba szallitddnak, a folyamat soran stabilizalédnak, ezaltal képesek ellatni sokrétii
funkciojukat. A molekuldk végleges helyére szallitisaban és stabilizalasban a glutation-S-
transzferaznak (GST) fontos szerepe van. Munkam soran megvizsgaltam a GST1 enzim
génjének relativ expressziovaltozasat (20. abra). Maga ez enzim szamos folyamatban vesz
részt, tobbek kozott detoxifikalasban, mely soran a mérgezd vegyiileteket, herbicideket szintén
a glutationhoz kotve a vakudlumba szallitja a ndvény. A GST1 expresszoja hidegstressz
kovetkeztében jelentésen emelkedett (HK: 3,85+0,8). A tobbi kezelési csoportnal nem
tapasztaltam jelentds kiilonbségeket a kontroll csoporthoz képest, melynek relativ értéke 1

(M: 0,623+ 0,2245; HM: 1,152+ 0,168).
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20. abra A glutation-S-transzferdz génexpresszios valtozasa levélben (K: kontroll; M: MMS-
kezelés, HK: 24 ords hidegkezelés, HM: MMS-eldkezelés, majd 24 ords hidegstressz). Az
eltérd betiik szignifikan kiilonbséget jelolnek 5%-0s szignifikancia mellett.

Szamos publikacioban mérték az Osszes fenoloidtartalmat Folin—Ciocalteu reagens
hozzaadasaval. A metabolit szintli mérés eredményeit galluszsav ekvivalensben adtam meg. A
21. abran lathato, hogy a HM csoport osszes fenoloidtartalma szignifikansan magasabb a
kontroll és a tobbi kezelési csoport eredményeit6l (K: 291,212+13,206; M: 281,272+15,93;
HK: 322, 926+1,08; HM: 399,227+34,426). Ezenfelil a hidegkezelés Onmagaban is
eredményezett novekedést, illetve ahogyan mas mérési eredmények esetében is, az MMS-

kezelt novények a kontroll novényekkel azonos fenoloidtartalmat mutatnak.
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21. dabra A levelek osszfenoloid-tartalom mérése Folin—Ciocalteu reagens (F-C)
hozzaadasaval, az eredmények uM galluszsav ekvivalensben vannak megadva (K: kontroll;
M: MMS-kezelés, HK: 24 oras hidegkezelés; HM: MMS-eldkezelés, majd 24 ords
hidegstressz). Az eltérd betiik szignifikans kiilonbséget jelolnek 5%-0s szignifikancia mellett.

A legjellemzdbb fenilpropanoid vegyiiletek azonositasat és mennyiségi analizisét HPLC/LC-
MS vizsgalattal végeztiik. A szarban ¢és a levélben is ugyanazt a 4 vegyliletet sikeriilt
meghataroznunk, melyeket a tomegspektrumok és 6sszegképletiik alapjan azonositottunk. Az
els6 vegyiilet a rutin, melynek molekulatomege 610 g/mol és az dsszegképlete C27H30016. A
rutin két alapkomponensre bonthatdo fel, a quercetinre és egy diszacharid molekuldra
(ramnogliikozid). A kovetkez6 vegyiilet a kaempferol-3-O-rutinozid, melynek molekulatomege
595 g/mol, 6sszegképlete C27H30015. Szintén sikeriilt még azonositani a mayzint, a Co7H27014
Osszegképlete, €s a molekulatomege alapjan, ami 576 g/mol. Az utols6 azonositott vegyiilet a
diozmetin-7-O-neoheszperozid, amelynek 6sszegképlete CogH32015, a molekulatomege 608
g/mol, a vegyiilet neodiozmin néven is ismert. Az eredményeket a kontroll ndvények értékeihez
viszonyitottam. Alapvetéen elmondhaté, a mérés soran levelekben kisebbek voltak a
valtozasok, mint a szarban, ahol a kezelések hatasara nagyobb aranyban fordulnak el6 az adott
vegyliletek (rutin: M: 1,33+0,492; HK: 2,06+ 0,472; HM: 1,89+ 0,598; kaempferol-3-O-
rutinozid: M: 1,254+0,196; HK:1,33+ 0,129; HM: 1,489+ 0,167; mayzin M: 1,563+ 0,177; HK:
1,35+0,168; HM: 1,611+0,194). A diozmetin-7-O-neoheszperozid esetében a HM
(0,947+0,162) csoport mutat azonos értékeket a kontroll csoport értékével, amig az M
(0,733+0,078) és HK (0,721+0,056) csoport szignifikansan lecsokkent ehhez képest (22. abra).
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22. abra A szar flavonoidtartalom mérése HPLC-vel (K: kontroll; M: MMS-kezelés; HK: 24
oras hidegkezelés; HM: MMS-elékezelés, majd 24 ords hidegstressz) (kaempferol:
kaempferol-3-O-rutinozid, diozmetin: diozmetin-7-O-neoheszperozid). Az eltérd betiik
szignifikans kiilonbséget jelolnek 5%-0s szignifikancia mellett.

A levelek esetében kisebb mértékiick a valtozasok, csupan a kaempferol-3-O-rutinozid (M:
1,11+0,18; HK; 1,178+0,082; HM: 1,173+0,037) esetében jelentdsek, tovabba a diozmetin-7-
O-neoheszperozid esetében latjuk viszont ugyanazt a valtozast, mint szar esetében, miszerint a
K és a HM (1,04+0,08) csoportok azonosak, és az M (0,839+0,08) és HK (0,804+0,05)
csoportok jelent6sen alacsonyabb metabolittartalommal rendelkeznek. A rutin esetében nincs
jelentds kiilonbség (M: 0,923+0,176; HK: 1,11+0,139; HM: 0,176 +0,14), ahogyan a mayzin
esetében sem (M: 1,201 +0,168; HK: 0,98+0,186; HM: 1,27 +£0,21) (23. abra).
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23. dabra A levelek flavonoidtartalom mérése HPLC-vel (K: kontroll; M: MMS-kezelés; HK:
24 oras hidegkezelés;, HM: MMS-eldkezelés, majd 24 oras hidegstressz) (kaempferol:
kaempferol-3-O-rutinozid, diozmetin: diozmetin-7-O-neoheszperozid). Az eltérd betiik

szignifikans kiilonbséget jelolnek 5%-0s szignifikancia mellett.

Az 6sszes antociantartalmat fotométerrel is mértem, mely mérés eredményeként a levelekben
nem talaltam szignifikéns kiilonbséget az egyes kezelési csoportok kozott (K: 2,264+0,507; M:
2,867+0,578; HK: 2,49+0,794; HM: 3,26+1,061). Az Mv350 fajtaju kukoricanak szemmel
lathatolag lilds arnyalatd a szar része, ebbdl kiindulva a hipokotil régié felett talalhato
5 cm-es szakasz antociantartalmat is lemértem fotométerrel. Ebben az esetben az MMS-kezelt,
¢és hidegkezelt ndvények antociantartalma a kontroll novényekével megegyezd (K: 4,11+0,271,;
M: 4,39+0,547; HK: 4,29+0,846), viszont az MMS-el6kezelt novényeknél szignifikansan
magasabb antociantartalmat mértem (HM: 6,899+0,337). Az antocian mérések esetében az

eredményeket uM cianidin-3-glikozid ekvivalensre vonatkoztattam (24. abra).
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24. dbra A levelek és a szar antociantartama (uM cianidin-3-glikozid ekvivalensben, C3GE)
(K: kontroll; M: MMS-kezelés, HK: 24 ords hidegkezelés, HM: MMS-el6kezelés, majd 24
oras hidegstressz). Az eltérd betiik szignifikans kiilonbséget jelolnek 5%-0s szignifikancia

mellett.

4.5 Az antioxidans védekezdrendszer

Oxidativ stressz gyakorta jelentkezik az alacsony hdOmérsékleti stressz kisérd
jelenségeként. Ilyenkor a novekvé koncentrcidji reaktiv oxigénformakat az antioxidans
védekezorendszer hivatott elimindlni. Az enzimatikus védekezOrendszer része a citoszolban is
jelenlévé glutation-aszkorbat ciklus (2. abra). Ennek a rendszernek része az altalam is vizsgalt
glutation-reduktaz (GR) 1, ami a kukoricaban az 1. kromoszéman kodolt, és az aszkorbdt-
peroxidaz (APX) 1.2, ami a 9. kromoszoman kodolt. A két gén relativ expresszios valtozasat
gRT-PCR technikaval vizsgaltam, levelekben és gyokerekben, viszont jelentdsebb valtozast
csak a gyokerekben tapasztaltam. Az eredményeket a 25. dbra szemlélteti, ahol a kontroll
novényekhez viszonyitott relativ valtozas lathatd, a kontroll novények értéke minden esetben
1. Az APX esetében emelkedést mértem az MMS-kezelt és hidegkezelt ndovényekben (M:
1,359+0,014; HK: 1,6194+0,029), az MMS-eldkezelt novényeknél viszont a Kkontroll
novényekkel kozel megegyezd értéket kaptam (HM: 0,925+0,017). A GR esetében csak a
hidegkezelt novényeknél mértem magasabb génexpressziot (HK: 1,751+0,029). Az MMS-
kezelt és kombinalt kezelést kapott ndvényeknél csokkenést detektaltam (M: 0,41+0,004; HM:
0,562+0,018).
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25. dbra Az antioxidans enzimek génexpresszios valtozasai gyokérben (APX: aszkorbat-
peroxidaz; GR: glutation-reduktdz) (K: kontroll; M: MMS-kezelés, HK: 24 oras hidegkezelés;
HM: MMS-elokezelés, majd 24 oras hidegstressz). A betiik eltérd szignifikancia szintet
jelolnek 5%-0s szignifikancia mellett.

Az APX és GR enzimek aktivitdsat fotometrids méréssel vizsgaltam, a levelekben jelentds
valtozast nem tapasztaltam, igy itt is csak a gyokerekben mért valtozast emelem ki (26. ébra).
Az APX esetében szignifikans novekedést csak a hidegkezelt mintakban tapasztaltam (HK:
36,232+4,265). Az MMS-kezelt és kombinalt kezelést kapott névényeknél a kontroll ndvények
értékeivel megegyezd enzimaktivitdst mértem (K: 26,312+1,609; M: 24,143+3,689; HM:
25,067 +£5,858). A GR esetében minden kezelési csoportnal magasabb értékeket kaptam, mint
a kontroll ndvényeknél, a legmagasabb eredményt a HM csoportndl tapasztaltam (K:

5,775+1,936; M: 9,632+1,75; HK: 9,979+1,767; HM: 11,741+1,87).
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26. dbra Az aszkorbdt-peroxidaz aktivitasvaltozdsa gyokérben (K: kontroll; M: MMS-kezelés;
HK: 24 oras hidegkezelés; HM: MMS-elokezelés, majd 24 oras hidegstressz). A betiik eltéré
szignifikancia szintet jelélnek 5%-0s szignifikancia mellett.
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27. abra A glutation-reduktaz aktivitasvaltozasa gyokerben (K: kontroll; M: MMS-kezelés;
HK: 24 oras hidegkezelés; HM: MMS-elokezelés, majd 24 oras hidegstressz). A betiik eltéro
szignifikancia szintet jellnek 5%-0s szignifikancia mellett.

A szuperoxid-diszmutaz (SOD) szintén az enzimatikus antioxidans védekezérendszer fontos
tagja, részt vesz a H2O> eliminalasban. Alapvetéen 3 tipusu SOD-ot kiilonboztetiink meg, a

Fe-SOD-ot, a Cu-Zn-SOD-ot és a Mn-SOD-ot. A SOD-ok kompartmentalizacidja is komplex.
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A nativ fehérje gélelektroforézis alapjan 6 izoformat kiilonitettem el, melyeket gatloszerekkel
azonositottam. A 28.A 4bran a gélen az 0sszes izoformat lathatjuk. A 28.B dbran a Cu-Zn-SOD
izoforma azonositasa lathato, a gélt H.O.-dal kezeltem, ezaltal a Cu-Zn-SOD izoforma
akitivatsa gatolt, igy nem lathat6. A 28.C é&bran lathato a Fe-SOD izoformak azonositasa,
miszerint a bal oldali gélen az izoforma akivitasat duplan gatoltam H>O»-dal és aszkorbattal, itt
lathato a Fe-SOD izoforma aktivitasa, mig a jobb oldali gélen, ahol csak aszkorbatot adtam
gatloszerként, az enzim csokkent aktivitasa lathatd. A két gél kozott lathaté enzimaktivitasbeli
kiilonbség oka, hogy a duplan gatolt gélen a H,O> oxidalhatta az aszkorbatot, igy az nem tudta

kifejteni redukal6 hatasat, emiatt erdsebben latszik a Fe-SOD miikodése a bal oldali gélen.

K M HK HM

| —> Fe-SOD
aktivitas festés
—> (Cu-Zn-SOD

’ —> Mn-SOD

28. A dbra A szuperoxid-diszmutdz izoformdk azonositdsa nativ fehérje gélelektroforézissel,
kiilonbozd gatloszerek adagolasaval (K: kontroll; M: MMS-kezelés; HK: 24 oras
hidegkezelés; HM: MMS-elékezelés, majd 24 oras hidegstressz) (H202: hidrogén-peroxid;
Fe-SOD: vas-szuperoxid-diszmutdz, Cu-Zn-SOD: réz-cink-szuperoxid-diszmutaz; Mn-SOD:
mangan-Szuperoxid-diszmutdaz).

K M HK HM

aktivitas festés —= Fe=50D

+ H202

—> Mn-SOD

28. B dbra A réz-cink szuperoxid-diszmutdz izoforma azonositasa nativ fehérje
gélelektroforézissel hidorgén-peroxid gatloszer hozzdadasaval (K: kontroll; M: MMS-kezelés;
HK: 24 oras hidegkezelés;, HM: MMS-elokezelés, majd 24 orads hidegstressz) (H20z:
hidrogén-peroxid; Fe-SOD: vas-szuperoxid-diszmutdz, Mn-SOD: mangdn-Szuperoxid-
diszmutaz).
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28. C dbra A vas szuperoxid-diszmutadz izoforma azonositasa nativ fehérje
gélelektroforézissel, a bal oldali gélen hidrogén-preoxid és aszkorbat gatloszerek
hozzaadasaval, a jobb oldali gélen csak aszkorbattal gatolva. A bal oldali, dupldan gatolt
gélen a H,O» oxidadlhatta az aszkorbatot, igy az nem tudta kifejteni redukalo hatasat, emiatt
erdsebben latszik a Fe-SOD miikodése (K: kontroll; M: MMS-kezelés, HK: 24 ords
hidegkezelés; HM: MMS-elékezelés, majd 24 oras hidegstressz) (H202: hidrogén-peroxid;
Fe-SOD: vas-szuperoxid-diszmutdz).

A 29. abra az Osszes izoformat és azok aktivitasat szemlélteti a kontroll novények és a
kiilonbozé kezelési csoportok esetében. Osszesitve lathatd, hogy a HK csoportban a

legmagasabb az aktivitas, ezt koveti a HM, majd az M csoport.
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29. dbra A szuperoxid-diszmutdz izoformdk aktivitasvaltozdsa levélben (K: kontroll; M: MMS-
kezelés, HK: 24 oras hidegkezelés; HM: MMS-el6kezelés, majd 24 oras hidegstressz) (Fe-
SOD: vas-szuperoxid-diszmutdz; Cu-Zn-SOD: réz-cink-szuperoxid-diszmutdaz;, Mn-SOD:
mangdn-szuperoxid-diszmutdz).

SOD aktivitas/ug/ul oldhato
fehérjetartalom
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A kovetkezdkben izoformékra lebontva mutatom be az eredményeimet. A Fe-SOD enzimbdl
két izoformat sikeriilt elkiiloniteni a nativ gélelektroforézis alapjan, egy kisebb és egy nagyobb
molekulatomegili izoformat (30. abra). A HK (Fe-SOD 1: 0,711+0,231; Fe-SOD 2:
11,752+1,16) és HM (Fe-SOD 1: 1,228+0,742; Fe-SOD 2: 11,338+4,595) csoport magasabb
aktivitast mutat, de a novekedés nem szignifikans a kontroll névényekben (Fe-SOD 1: 0,596=+0,
388; Fe-SOD 2: 8,651+2,73) mért adatokhoz képest. Az MMS-kezelt csoportban a kontrollal
megegyez0 értékeket mértem (Fe-SOD 1: 0,539+0,085; Fe-SOD 2: 8,533+2,127).
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30. d@bra A vas-szuperoxid-diszmutaz 1 és 2 izoformdk aktivitasvaltozdasa levélben (K:
kontroll; M: MMS-kezelés; HK: 24 ords hidegkezelés;, HM: MMS-eldkezelés, majd 24 oras
hidegstressz). A betiik eltérd szignifikancia szintet jelolnek 5%-0s szignifikancia mellett.

A Cu-Zn-SOD enzimbdl harom izoformat talaltam a ndvények leveleiben (31. abra). Az elsénél
lathatunk jelentds valtozasokat az M (Cu-Zn-SOD 1: 7,8+2,083), a HK (Cu-Zn-SOD 1:
8,688+3,179) és a HM (Cu-Zn-SOD 1: 6,595+1) csoportokban a kontroll névényekhez képest
(Cu-Zn-SOD 1: 4,326+0,956). A masodik izoforma esetében az M esetében mértem magasabb
enzimaktivitast (Cu-Zn-SOD 2: 5,115+2,35), mely azonban nem volt szignifikans a K (Cu-Zn-
SOD 2: 3,425+2,029) a HK (Cu-Zn-SOD 2: 3,816+1,395) és a HM (Cu-Zn-SOD 2:
3,417+1,721) csoporthoz képest sem. A harmadik izoforma esetében pedig egyaltalan nem
tapasztaltam valtozast a kezelések hatasara a kontroll csoporthoz képest (Cu-Zn-SOD 3: K:
2,777+1,198; M: 3,095+0,413; HK: 2,95+1,654; HM: 2,53+1,23).
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31. abra A réz-cink-szuperoxid-diszmutdz 1, 2 és 3 izoformak aktivitasvaltozasa levélben (K:
kontroll; M: MMS-kezelés; HK: 24 érds hidegkezelés;, HM: MMS-elékezelés, majd 24 oras
hidegstressz). Az eltérd betiik szignifikans kiilobséget mutat 5%-0s szignifikancia szint
mellett.

A Mn-SOD esetében csak egy izoformat sikeriilt elkiilonitenem (32. abra). Ennél az enzimnél
a HK csoportnal mértem a legmagasabb aktivitast (14,759+6,69), ezt kovette a HM csoport
(12,03+4,386), de az aktivitasbeli novekedések nem szignifikansak a kontroll csoportokhoz
képest. A kontroll és az MMS-kezelést kapott névényeknél azonos enzimaktivitast mértem (K:
8,776+4; M: 9,033+4).
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32. dabra A mangan-szuperoxid-diszmutaz aktivitas valzotasa levélben (K: kontroll; M: MMS-
kezelés; HK: 24 oras hidegkezelés; HM: MMS-el6kezelés, majd 24 6ras hidegstressz).
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A glutation-S-transzferaz (GST) mérés eredményeit mar bemutattam a dolgozatban a
fenilpropanoid tvonal kapcsan, viszont az enzim sokrétli feladatot 14t el, igy az antioxidans
védekezorendszer fejezetben is emlitést teszek rola, hiszen szerepet jatszik a sejtek redox
egyensulyanak fenntartdsdban is. Az enzim génjének expresszios valtozasait mértem
levelekben a kdvetkezd eredményekkel: M: 0,623+ 0,2245; HK: 3,85+0,8; HM: 1,152+ 0,168
(20. abra). Az enzim génexpresszios valtozasa egybevag az altalam mért antioxidans enzimek
altal mutatott expresszios és/vagy aktivitas valtozasokkal, miszerint a csak hidegkezelést kapott
csoportoknal a legmagasabb génexpresszid vagy az enzimaktivitas, kivételt a glutation-
reduktaz enzimaktivitasanal tapasztaltam, de szignifikans kiilonbség ebben az esetben nem volt

a kezelések kozott.
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5. Az eredmények értékelése

5.1 A fotoszintézis folyamatahoz kothet6 valtozasok

Kutatdmunkam soran arra a kérdésre kerestem a valaszt, hogy az MMS-el6kezelés milyen
mértékben és hogyan csokkenti a hidegstressz hatasara végbemend karosodasok mértékét
kukorica csirandvényekben. A kutatas soran szercttem volna feltérképezni az MMS
hatasmechanizmusat, milyen valtozasokat idéz el6 a ndvények anyagcsere-folyamataiban,

tovabba miképpen jarulhat hozzé az esetleges akklimaciohoz.

Fontosnak tartottam vizsgalni a novények fizioldgiai allapotat, melynek egyik indikatora a
fotoszintézis hatékonysaga. A PSII aktualis kvantumhatékonysadga képet adhat az
elektrontranszportlanc miikodésérdl. Az alacsony hémérséklet szignifikansan csokkentette a
paraméter értékét, az MMS-el6kezelt novényeknél ezzel szemben kevésbé esett vissza, kisebb
volt a karosodas mértéke (6. dbra). Az MMS hatasat korabban még nem vizsgaltak hidegkezelt
kukoricakon, ezzel szemben a kiindulasi komponenst, az SMM-et mar alkalmaztak (Kosa és
mtsai. 2011; Paldi és mtsai. 2014). Ezen publikdciok az SMM jotékony hatasarol szamoltak be,
miszerint az elokezelés kovetkeztében Kisebb volt a fotoszintézis folyaman bekovetkezd
karosodasok mértéke. Ez a pozitiv eredmény valdsziniileg a membranvédd hatasaban rejlik,
mely a tilakoid membranok védelmére is kihathat, igy segithet megdrizni a PSII
reakciocentrumok integritdsat, és mas, a membranokban lokalizalt nagyméretii
proteinkomplexek épségét. A szalicilsav kis koncentracioban alkalmazva szintén segiti a
hidegstresszhez valo alkalmazkodast (Horvath és mtsai. 2007; Hayat és mtsai. 2010). Tovabba
exogén modon 10° M koncentracidban adagolva kimutattdk, hogy novelte a nettd
fotoszintetikus ratat (Fariduddin és mtsai. 2003). Az eredményeimbdl kiindulva és az irodalmi
adatokra tamaszkodva lathatjuk az MMS jotékony hatésat, amely lehet az SMM membranvédo
¢s a SA nettd fotoszintézis noveld hatdsanak egyiittes eredménye. Maga az MMS-kezelés

hidegstressz nélkiil nem befolyasolta a PSII aktudlis kvantumhatékonysagat.

A PSII reakciocentrumhoz tartozé nem-fotokémiai kioltdé mechanizmusok paramétereibdl
szintén kovetkeztethetiink a hideg altal indukalt karosodasok mértékeire a fotoszintetikus
apparatusban. Hendrickson publikacidja alapjan (2005) az abszorbealt fény elvezetésére négy
lehetdség van, amelybdl csak egy forditodik magara a fényenergia hasznosulaséra, ez a ®ps:
az aktiv PSII reakciocentrumok fotokémiai hatékonysaga, a masik harom paraméter a tobblet
abszorbealt energia elvezetésére szolgal. Ezek a paraméterek az aldbbiak: ®npq: fényfliggd,

ApH- és xantofillciklus alapu kioltas; ®fp: fluoreszcencia és konstitutiv hédisszipacio;
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®nr: inaktivalodott PSIT RC-0k energiadisszipacioja. Az aktiv PSII RC-ok hatékonysaga —
ahogyan az varhato volt — jelentdsen lecsokkent a hidegkezeléseket kovetden (7. abra), viszont
az MMS-el6kezelés pozitiv hatasa itt is megmutatkozik, ahogyan a PSII aktulis
kvantumhatékonysaga esetében is. A kioltasi paraméterek a ®psi-vel forditottan aranyosan
nének. Ami szembetiinden novekszik, az a ®nr paraméter, ami az inaktiv reakciocentrumok
energiakibocsatasa. Ennek oka lehet, hogy a D1 proteinek degradalédnak a RC-ban, igy nem
képesek ellatni tobbé a funkcidjukat €s mint egy kioltdé kdzpontként mitkodnek tovabb. Ez a
folyamat gyakori a fénygatlasnal, amikor az abszorbealt fényenergiat nem képes a novény
elvezetni az elektrontranszportlanc altal ( Banerjee és Roychoudhury 2019, Kato és mtsai. 2015
Takahashi és Murata 2008). Az MMS-eldkezelt novényeknél kevésbd nétt meg a Onr értéke.
Ha mar bekovetkezett a karosodas, a PSll-nek 1éteznek javitd mechanizmusai, ilyen lehet a D1
fehérje de novo szintézise (Li és mtsai 2018). A megndvekedett ROS-szintézis viszont
gatolhatja ezt a folyamatot, igy maga az antioxidans védekezdérendszer jelenléte is fontos
szerepet jatszik a karosodasok csokkentésében (Takahashi és Badger 2011). Ezért is tartottam
fontosnak az antioxidans enzimek vizsgalatat a munkamban. Hidegstresszt kovetden Szintén
novekedést tapasztaltam a @+ p paraméter esetében, az MMS-eldkezelésnek kdszonhetden ez a
kioltasi paraméter is kisebb volt. Azonban a ®npg, azaz a fényfiiggd, ApH- és xantofillciklus
alapt kioltds esetében nem tapasztaltam valtozast a kontroll csoport és a kezelt csoportok
értekei kozott. A Onpg paraméterhez kapcsoldodo zeaxantin-epoxiddz enzim génexpresszios
miikddését szintén megvizsgaltam (8. dbra), annak érdekében, hogy magyarazatot kapjak arra,
miért nem tapasztaltam valtozast a ®Dnpg értékében egyik kezelés esetében sem. A
fotoszintetikus elektrontranszportlanc nem megfeleld miitkodése kovetkeztében a tilakoid
lumen pH-ja lecsokken, amely savasodas el6idézi a violaxantin zeaxantinna valo atalakulasat,
mely molekula gyokkioltd funkcioval rendelkezik. Ezek a molekulak az LHCII fénygyiijté
komplexben vannak jelen. Reverzibilis folyamat révén, a zeaxantin-epoxiddz katalizélja a
violaxantinna vald visszaalakuldst (Kress €s Jahns 2017). Az enzim génjének expresszioja
emelkedett mar az MMS-kezelést, a hideg- és kombinalt kezeléseket kdvetéen egyarant. A
microarray adatok alapjan a zeaxantin-epoxiddz génexpressziés mintazata hasonld. Az
emelkedett génexpressziobol arra kovetkeztek, hogy ez a folyamat is részt vehetett a tobblet
energia elvezetésében, de a mérés pillanataban mar nem dominalt, hiszen a zeaxantin-epoxidaz
megnovekedett expresszidja arra utal, hogy a zeaxantin ismét violaxantin formajaban van jelen

a fénygyijté komplexekben.
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Az MMS-elokezelés jotékony hatdsa megmutatkozik a fotoszintézis esetében, miszerint
magasabbak a ®psi értékei, és alacsonyabbak a nem-fotokémai kiolt6 mechanizmusok
paramétereinek az értékei, mint a csak hidegkezelést kapott novényekben. Az MMS-kezelésnek
hidegstressz nélkiil ismételten nem volt hatasa a nem-fotokémiai kioltasi paraméterekre.
Virusfertézott (MDMV) kukoricaknal mar kutattak az MMS-elékezelés hatasait, a Sstresszor
jelenléte szintén negativan befolyasolja a fotoszintézis folyamatat, ha lehet mondani még
drasztikusabban. Az MDMV virus replikacidja részben a kloroplasztiszhoz kotott, ahol
sériilnek a tilakoid membranok, emiatt csokken a fotoszintetikus elektrontranszportlanc
hatékonysaga is, amely nem képes ellatni a funkciojat, ezzel egyiitt pedig nének a
nem-fotokémiai kioltdé mechanizmusok értékei. Az MMS-elkezelés hatdsara csokken a
virusmennyiség, emiatt funkcioképesebb fotoszintetikus apparatus volt megfigyelheté a
novényekben (Ludmerszki és mtsai. 2017). Tovabba Janda és munkatarsai (2017) is vizsgaltak
az MMS-clbkezelés hatasat sostressznek Kitett buza novényeken. Eredményeik alapjan az

elokezelt novényeknél kisebb volt a karosodas mértéke a PSII-ben.

Hidegstressz hatasara csokken a fotoszintetikus aktivitds, ebbdl kiindulva szerettem volna
megvizsgalni, hogy ez a jelenség egyiitt jar-e a klorofilltartalom csokkenésével. A méréseim
soran nem tapasztaltam jelentds valtozast metabolit szinten, sem az dsszes klorofilltartalomban
(9. abra), sem pedig kiilon vizsgalva a klorofill-a és klorofill-b tartalmat. A folyamat génszintii
vizsgélatdhoz a validalt microarray kisérlet eredményeit felhasznalva mértem a klorofill-
bioszintézis utvonalan bekodvetkezd génexpresszios valtozasokat. A metabolit vizsgalattal
ellentétben, génexpresszids szinten mar sikeriilt valtozasokat detektdlnom a hidegkezelések
hatasara (7. tablazat). Négy gént sikeriilt azonositani az utvonalrdl, melyek szignifikéns
valtozast mutattak. A porfobilinogén-deaminadzt, az Uroporfirinogén Ill-dekarboxilazt, a
protoporfirinogén 1X-oxidazt és a divinil-klorofillid-reduktdzt. A négy gén lefedi a
bioszintézist, a porfobilinogén-deamindz az Ttvonal kezdeti szakaszan taldlhato, az
Uroporfirinogén lll-dekarboxildz és a protoporfirinogén |X-oxiddz az ttvonal kozépsd
szakaszan, a divinil-klorofillid-reduktdz pedig a végszakaszon miikodik. Osszességében a
divinil-klorofillid-reduktaz kivételével, minden génnél az MMS-elékezelt ndvényeknél volt a
legmagasabb az expresszio. A divinil-klorofillid-reduktdz esetében pedig kozel azonos volt a
HK ¢és HM csoport expresszidos ndvekedése. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy bioszintézis
elagazhat mas tetrapirrol szarmazékok szintézise felé, hiszen a négy gén koziil egyediil a divinil-
klorofillid-reduktdz  elkotelez6dott  enzim  a  Klorofill-bioszintézis  iranyaban. A

protoporfirinogén |X-oxidazt qQRT-PCR technikaval is vizsgaltam, az eredmény korrelal a
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microarray vizsgalat eredményével. Az MMS-kezelés hideg nélkiil nem okozott génexpresszios
valtozast az utvonalon. A klorofill mennyiségében nem taldltam jelentds valtozasokat, ezzel
ellentétben a bioszintézis utvonalan levé enzimek génexpresszidja emelkedett. Vavilin és
Vermaas (2002) 6sszefoglaldja részletesen leirja a bioszintetikus tGtvonalat és a lehetséges
szabalyozasi lépéseket. Maguk az enzimek a Kloroplasztiszban talalhatoak, a burkold
membranhoz kototten vagy a sztromaban. A szintézis utolso 1€pése, az észterifikacio a tilakoid
membranhoz kototten torténik, ezért is fontos a membranok védelme. Ebben a kiindulasi
vegyiiletnek, az SMM-nek a membranvédé hatdsa fontos szerepet jatszhat. A bioszintézist
nagymértékben befolyasolja a fény intenzitasa és eloszlasa, ugyanis hatnak a fehérje-pigment
komplexek mennyiségére. A szabad klorofillok, amik Ilehetnek prekurzor vagy mar
degradalodott molekulak, negativan hatnak vissza a bioszintézisre, igy a klorofillk6td fehérjék
¢s a klorofillok szintézisének 6sszhangban kell lennie. A mennyiségi valtozasokat befolyasolja
a molekulak érési ideje, illetve hogy stabilan kétddjenek a PSIT RC-hoz, ami egy nem stabil
kapcsolat, abban az esetben, ha a D1 protein degradalodasa fokozodik a hidegstressz
kovetkeztében. A klorofill-a/b arany megvaltozasa is arulkodo lehet, hiszen magas
fényintenzitason a klorofill-b atalakul klorofill-a-va, ugyanis a ndvénynek eldnyds, ha kisebb a
fénygyiijté komplex, és ezzel aranyosan né a RC-ok mérete, amihez tobb klorofill-a-ra van
sziikség (Liu és mtsai. 2012b). Ugy gondolom, 24 6ras hidegstressz még nem feltétleniil elég a
metabolit szinten torténd valtozashoz, vagy ha fehérje-klorofill komplexek mar sériiltek is a
hideg hatdsara, még a teljes degradacio nem kovetkezett be. Tovabba elképzelhetének tartom
azt is, hogy rovidtavu hidegkezelés esetén még nem teljesiil a negativ visszaszabalyozas, hanem
a novény megprobal kompenzalni a ndvekedett anyagcserével. Mindemellett a
poszttranszkripcids szabalyozas lehetdségeit sem zarhatjuk ki, mely szintén magyarazatul
szolgalhat arra, hogy a klorofillszintézisben résztvevé enzimek génexpresszidja novekedett,
azonban nem detektaltunk ezzel Gsszhangban 1évé magasabb klorofill-metabolit tartalmat.
Szalai és munkatarsai (2018) szintén vizsgaltak a fotoszintézis folyamatat ¢és a klorofill
mennyiségi valtozasat 4 napig tarté hidegstressz esetén, melyet egy edz0dési fazis el6zott meg
(3 nap 15/13 C°). Kisérleteik soran vizsgaltdk a fény hidegakklimacidoban betoltott szerepét.
Eredményként tapasztaltadk, hogy a hidegstressz szignifikansan csokkentette a
Klorofilltartalmat, azonban azt is kimutattak, hogy a stresszvalaszaban meghatarozo a

csirandvény allapotban jelenlévd fényintenzitas is.

Fotométerrel vizsgaltam az Osszes karotin- és xantofilltartalom mennyiségét is (11. abra). A

mérés alapjan nem taldltam szignifikans kiilonbséget a kezelési csoportok kozott. A
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karotinmolekulak a fénygyiijté komplexben a klorofillmolekulak mellett lokalizaltak, fontos
szerepet jatszanak a tobblet abszorbealt fény hé formajaban vald kibocsatasaban, melyet a
fotoszintetikus elektrontranszportlinc mar nem képes hatékonyan elvezetni. Ennek egyik
formaja lehet, hogy a karotinmolekulak atveszik a gerjesztett triplet klorofillmolekulak
gerjesztési energiajat (Kirilovsky 2015). A xantofillciklus molekulai szintén a karotinoid
bioszintézis utvonalan keresztiil keletkeznek, és a mar korabban leirt folyamatban a nem-
fotokémiai kiolté paraméterek koziil a fényfiiggd, ApH- és xantofillciklus alapt kioltasnak a
kulcsmolekuldi (Jahns és Holzwarth 2011). Ahogyan korabban emlitést tettem rola, nem
talaltam szignifikans kiilonbséget a karotinoidtartalomban a kontroll csoport névényei és a
kiilonb6z6 kezelést kapott novények kozott. Ez az eredmény dsszefiigghet azzal, hogy magéaban
a fényfiiggd, ApH- és xantofillciklus alapt nem-fotokémiai kioltas paraméterében sem talaltam
szignifikans kiilonbségeket, amelybdl szintén arra kovetkeztetek, nem ez a dominans folyamat
amérés pillanatdban, hanem az inaktiv RC-ok energiakibocsatasa. Ezenfeliil a jovOben érdemes
lenne vizsgalni a kiilonb6z6 xantofill molekulak eloszlasat is. Az eredmények alapjan az MMS-
elokezelt novényeknél kisebb mértékli volt a PSll-ben bekovetkezé karosodas, amely

kovetkezhet a vegylilet membranvédd hatdsabol.

5.2 Membranpermeabilitas-valtozas

Szamos publikacié foglalkozik a hidegstressz hatasaival, annak érzékelésével és
jelatvitelével, amelyben fontos szerepet jatszik a membranok szerkezeti megvaltozasa. A
kozelmultban azonositottdk a COLD1 transzmembran fehérjét, melynek szerepe lehet a hideg
érzékelésben és a kalciumcsatornak aktivitasaban, ezaltal a jelatvitelben (Zhu 2016). Alacsony
hémérsékleti stresszor hatasara né a membranok rigiditasa, és ezzel egylitt az ionok kiaramlasa.
Ennek okén is nélkiilozhetetlen a membranok védelme. Szalai és munkatdrsai (2018)
kukoricdkban mar 15 C°-os hdmérséklet esetén is igazoltdk, hogy kozel haromszorosara
emelkedett az ionkiaramlas mértéke, mely paraméter szintén jo indikatora lehet a ndvények
is tamaszkodtam, akik korabban vizsgaltak a kiindulasi vegyiilet, az SMM-el6kezelés hatasat a
membranintegritasra. Kutatasuk soran szintén azt talaltak, hogy az SMM-el6kezelés
csOkkentette az ionkidramlast, levelekben és gyokerekben egyarant. Az altalam kivitelezett
kisérletekben szintén azt az eredményt kaptam, hogy levelekben a hidegstresszt kovetden 1 és

2 oraval lemérve az ioneffluxot, a HK csoportban szignifikansan magasabb volt a paraméter
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értéke, mig az MMS-eldkezelést kapott novények a kontroll novények értékeivel megegyezd
ionkiaramlast mutatnak. A 3. és 4. dra letelte utan még mindig a HK csoportban a legmagasabb
ionefflux, de a kiilonbség mar nem jelentds a tobbi csoporthoz képest (12. &bra). Igy
feltételezhetjiik, hogy az MMS hordozza a kiindulasi vegyiilet membranvédd hatasat, hiszen
minden mérési pillanatban alacsonyabb volt az ionefflux, ezaltal a membrankarosodas az

MMS-sel elokezelt ndvényekben.

5.3 Génexpresszios valtozasok a microarray vizsgalat alapjan

Szerettiink volna egy atfogd képet kapni az MMS hatasardl génexpresszios szinten, igy
kutatocsoportunk elvégzett egy microarray vizsgalatot, ami teljeskori képet adhat a
kukoricdkban végbemend transzkriptomikai valtozasokrol. A vizsgélat alapjan tobb mint 4000
génnél talaltunk legalabb kétszeres expresszios valtozast 5 %-0s szignifikanciaszint mellett. A
microarray kisérlet eredményeit qRT-PCR technikaval validaltuk. A regresszids vizsgalat
alapjan a két kisérletbdl szdrmazo expresszios adatok jol korreldlnak egymadssal (14. dbra). A
validalashoz olyan géneket hasznaltunk fel, amelyek alapvetden nagy valtozast mutatnak,
ezenfeliil kothetdk a hidegstresszhez, a szignalizacidhoz, vagy az alkalmazkodéshoz, példaul a
poliaminok vagy fenilpropanoidok szintézisében résztvevd gének. A gének listaja a 4.
tablazatban lathato. A validalas soran 13 gént hasznaltunk fel, melybdl 9 gén mérését végeztem
el én, igy a kovetkezokben csak ezeknek az eredményeit elemzem. A microarray és a QRT-PCR
vizsgalatok eredményeit a 13. abra szemlélteti, amelyen lathatd, hogy a génexpreszios
mintdzatok hasonloak, azzal a kiilonbséggel, hogy qRT-PCR technikéval magasabb expresszios
valtozasokat kaptam (13. abra, A). Ennek oka a mddszer érzékenyebb mivoltaban rejlik. Az
altalam vizsgalt gének kozott a szignalizacidban fontos szerepet betoltd ICE1 és a DREB1
transzkripcids faktorok génjeit is vizsgaltam. A sériilt membranokon keresztiil érzékeli el6szor
andvény a hidegstressz kéaros hatasat. Majd jelatviteli itvonalon keresztiil aktivalodik az ICE1
transzkripcids faktor, mely aktivalja a soron kovetkez6t, a DREB1-et, mely hozzakotddik a
COR gének promoteréhez, aktivalva azt (Chinnusamy és mtsai. 2007). Hidegkezelt és
kombinalt kezelést kapott novényekben is tobb mint 10-szeresére emelkedett az ICEL
génexpresszioja, ami Osszefliggésben lehet a membranok sériilésével (15. arba). Hidegkezelt
novényekben a DREB1 gén kifejezddése kiugroan magas emelkedést mutat, ezzel szemben az
MMS-elékezelt csoportban alacsonyabb a génexpresszid, azonban még igy is érzékelhetd a

hidegstressz okozta karosodas a novényekben, és az erre adott véalaszreakcid. Hidegstressznél
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a szignalizacié soran alapvetden az ABA-fiiggetlen DREB1 utvonal aktivalodik, a DREB2
utvonalat pedig inkabb a so- és szarazsagstressz indukalja (Agarwal és mtsai. 2006). A validalas
soran kivalasztottam még olyan stresszvalaszhoz kotheté géneket, mint a fenilpropanoid
utvonal  génjei:  izoflavon-2 -hidroxildz;  flavanon-3-hidroxilaz;  antocianidin-3-O-

glikoziltranszferaz.

A microarray vizsgalat validalasat kovetéen az abbol szarmazd génexpresszios értékeket
elfogadhatonak tekintettem. A vizsgalat alapjan 4112 génnél talaltunk szignifikdns valtozast,
az eredményeket Venn-diagram szemlélteti, ahol az Osszehasonlitdsban az alabbi csoportok
parositasai szerepelnek (16. abra) K-M; K-HK; K-HM. A Venn-diagram hasznalata igencsak
elterjedt ha a kiillonbozd kezelési csoportokban vagy kiilonbozd fajtdkban szeretnénk
Osszehasonlitani a génexpresszids mintdzatot (Majlath és mtsai. 2012; Pal és mtsai. 2018). A
korabbi eredményekbdl kiindulva nem meglepd, hogy a K-M 6sszehasonlitas hozta a legkisebb
kiilonbséget. A hidegkezelés és a kombinalt kezelés hatdsara mar joval nagyobb szamban

detektaltunk valtozast a génexpresszidban.

A MMS-el6kezelés tovabbi hatasat az AgriGO 2.0 verzioja szoftverrel vizsgaltam, amely a
géneket funkcid és lokalizacid alapjan GO kategoéridba sorolja be. Ezek alapjan harom nagy
csoportba sorolja a géneket: bioldgiai folyamatok, sejtkomponens és molekularis funkciok
alapjan. A szoftver altali kiértékeléshez szintén a microarray adatsort hasznaltam fel 5 %-0S
szignifikancia mellett, a K-HM parositasban. A biologiai folyamatok ko6z6l a leginkabb
szembetiing a stimulusra adott valaszreakcioban bekovetkezett valtozas. Mely magaba foglalja
a stresszorra adott valaszreakciot és a kémiai stimulansra, mint a kiils6 ingerre adott
valaszreakciot, melyek mind a kombinalt kezelés egyiittes hatdsai a ndvényekben (17. abra). A
sejtkomponensek esetében szintén nagy valtozasok kovetkeztek be a kombinalt kezelések
hatasara, ezek kozil a sejtfalat, a plazmamembrant, a peroxiszémat, a citoszolt, a vakuolumot,
az endoplazmatikus retikulumot, a fotoszintetikus membranokat, a mitokondriumot, a Golgi
apparatust és a sejtmagot emeltem ki. Osszességében elmondhatd, hogy minden
sejtkompartmenthez kapcsolhatd génexpresszidos mintazatban jelent6s valtozas megy végbe,
ami alapvet6en a hidegstressz és arra adott valaszreakcionak koszonhet6 (18. abra). A sejtfal
és a plazmamembran fehérjéihez kothetd génexpresszios valtozas nem meglepd, hiszen a
hidegstressz érzékelésében elengedhetetlen szerepet jatszanak ezek a komponensek. A
membran fluiditasanak megvaltozasarol biztosan tudjuk, hogy komoly szerepe van a hideg
érzékelésében. Hidegstressz esetén megnd a telitetlen zsirsavak aranya a deszaturazok

enzimaktivitas-novekedésének koszonhetéen, ami az endoplazmatikus retikulumra is jellemzo.
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A megnovekedett kettds kotésekkel probalja a novény fenntartani a membranok rugalmassagat,
fluiditasat (Heidervand és Amiri 2010). A mitokondriumhoz és a peroxiszomahoz kothetd
fehérjék génaktivitas is valtozott, aminek a masodlagosan kialakul6 oxidativ stressz allhat a
hatterében ¢és az ezek eliminalasaban résztvevé antioxidans védekezérendszer. A
kloroplasztisztban szintén magas a kockazata a ROS-ok kialakuldsdnak, ebben a
kompartmenben szintén tobb tipusu antioxidans enzim jelen van, melyek génexpresszidja
szintén novekedhet stresszorok jelenlétére (Mittler és mtsai. 2004). Az eredmények alapjan
hidegstressz esetén az antioxidans védekezorendszer fokozott miikodését tapasztaltam,
génexpresszios és enzimaktivitas szinten is (25., 26., 27., 29., 30., 31., 32. abra). A sejtmaghoz
is szamos génexpresszids valtozas kothetd, ami szintén nem okoz meglepetést, hiszen a
hidegakklimacidhoz elengedhetetlen a  génexpresszids szintli alkalmazkodas. A
plazmamembran rigiditdsa indukalja a COR (cold responsive) gének expresszids novekedését,
amelyek hozzasegitik a novényeket a hideg toleralasahoz (Chinnusamy és mtsai. 2007).
Részletesebben megvizsgaltam a fotoszintetikus membranhoz kotott gének valtozasat. A GO
annotalas ¢és a microarray adatsor alapjan sikeriilt tobb gént is azonositani és génexpresszios
valtozast hozzarendelni. Irodalmi adatok és a sajat eredményeim alapjan vélasztottam ki ezt a
GO funkcios csoportot, melynek eredményei a 8. tablazatban lathatok. Sobkowiak és
munkatarsai (2016) is szerették volna megismerni kukoricaban a hidegakklimacid genetikai
hatterét, szintén Kiviteleztek egy microarray vizsgalatot, majd az eredményeken GO analizist
végeztek. Ehhez két hidegérzékeny és egy tolerdns beltenyésztési vonalat vizsgaltak.
Osszességében azt tapasztaltak, hogy mindharom fajtiban csdkkentek azon gének expresszidja,
amelyek a redox egyensulyhoz és a fotoszintézis folyamataihoz kothetdk. A fotoszintetikus
membranhoz rendelhetd gének kozott az alabbiakat azonositottam: Klorofill a/b-két6
apoprotein CP26 prekurzor NP_001105374.2; Kklorofill a/b-koté protein NP_001130616.1;
NADH-dehidrogendz 4L alegység NP_043089.1; PSIl 29-es alegyséeg NP_001105502.1
(8. tablazat). Ezen gének esetében eredményeim alapjan magam is csokkenést tapasztaltam az
expresszioban, leginkabb azoknal a kezelési csoportoknal, amelyek hidegstressznek voltak
kitéve. A Klorofill-a/b koté fehérjék kozé tartoznak az antenna komplexet, és a
reakciocentrumot felépité fehérjemolekulak. Az Lhcb fehérjék a PSII koril elhelyezkedd
antenna komplex részei, mig az Lhca fehérjék a PSI fénygyljtd rendszerét alkotjak
(Pietrzykowska és mtsai. 2014). A klorofill-a/b k6té proteinek szintézise alulszabalyozott,
melynek oka lehet a fénygatlas, ami a hidegstressz gyakori kovetkezménye, melynek
kovetkeztében karosodik a PSII. A fizioldgiai mérésekbdl mar kovetkeztettiink a PSII D1

proteinjének a karosodasara. Fénygatlas folyamata soran gyakori, hogy a PSII-hoz tartozé
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fénygyijté antenna komplex mérete lecsokken, ennek részei a CP29 és CP26 fehérjék is,
amelyek a nagyobb Lhcb fehérjék és a reakciocentrum koriil helyezkednek el (Takahashi és
Badger 2011). Az antenna komplex lecsokkentésével, illetve, ha kevesebb klorofill-b molekula
van jelen a rendszerben, csOkkentheté az abszorbedlt fényenergia mennyisége.
Valoszintsithetéleg ez a folyamat allhat a hatterében a klorofill-a/b fehérjék, ill. CP29 és CP26
szabalyozasanak is. A NADPH-dehidrogenaz egyik alegységének génje szintén
alulszabalyozott, ennek hatterében megint csak a fotoszintetikus elektrontranszportlanc
csokkent miikodése allhat. A NADP a fényszakasz utolsé 1épésében redukalodik €s a Calvin-
ciklus mitkkodéséhez elengedhetetlen, a NADPH-t a folyamatban a glicerinaldehid-3-foszfat-
degidrogenaz hasznalja fel. Stressz esetén a ciklikus elektrontranszportlanc miikodése megnd,
ez esetben a PSI-rl az elektron visszakeriil a citokromb6/f komplexre és nem jut el a
fényszakasz utolso 1épéséig az elektron. Ennek tobb oka is lehet, ha a komponensek mar
redukalt allapotban vannak, nem képesek elektront felvenni, illetve a linearis
elektrontranszportlanc ha nem muikddik megfeleléen — ahogy méréseim alapjan is csokkent a
milkodése — felborul az ATP:NADPH arany, ezeket a kompenzalja ciklikus
elektrontranszportlanc. Tovabba a ciklikus elektrontranszportlanc mukodésének
kovetkezménye, beinditani az NPQ folyamatait, amelyhez sziikséges a megfeleld pH (Joliot €s

Johnson 2011).

A korabbiakkal ellentétben, a kloroplasztiszhoz rendelt GO kategdéridban emelkedést
tapasztaltam a lipoxigendzIll gén aktivitasaban, a gén a jazmonsav szintézisében jatszik
szerepet, ami leginkabb biotikus, de abiotikus stresszeknél is fontos jelatviteli molekula.
Bioszintézisének kezdeti 1épései a kloroplasztiszban torténnek (Wasternack 2014). A LOX11 a
13-lipoxigenaz enzimet kodolja, ami az alfa-linolénsav tovabbalakulasat katalizalja a
jazmonsav kialakulasa felé. A microarray validalasa soran a LOX2 gént is felhasznaltuk, ami
nagymértékii génexpresszios novekedést mutatott a vizsgalat soran (13. abra). A gén a
9-lipoxigenaz enzimet kddolja, ami az alfa-linolénsav egyik kettds kotését oxidalja. Az enzim
aktivitasa tobbek kozott patogének jelenlétekor emelkedik (Woldemariam és mtsai. 2018).
Osszességében elmondhato, az alfa-linolénsav és az abbol kialakulé molekulak fontos szerepet

jatszanak az abiotius €s biotikus stresszek elleni védelemben.

A molekularis funkciok GO kategoéria esetében kisebb volt a mintazatvaltozas, itt tobbek kdzott
a glutation-S-transzferaz aktivitasaban, az S-adenozil-metionin fliggé metiltranszferaz
aktivitasban mutatott valtozast a HM csoport a kontroll csoporthoz képest (M3. tablazat). A

glutation-S-transzferaz szerepet jatszik egyes metabolitok, példaul flavonoidok stabilizalasaban
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és vakuolumba vald szallitasaban. A flavonoidok hozzajarulnak a hidegakklimacio
kialakulasahoz, igy szintén szamithattunk a gén aktivitasanak ndvekedésére (Dixon €s mtsai.
2002). Tovabba kukoricaban is azonositottdk a GST1 izoformat, és kimutattdk, hogy
génexpresszidja novekszik magas H»O; koncentracid esetén, ebben az esetben antioxidans
szerepe is lehet (Polidoros és Scandalios 1999). Az S-adenozil-metionin fiiggd metiltranszferaz
aktivitas novekedése magyarazhato a kiilséleg adott SMM-mel, a vegyiiletrdl tudjuk, hogy
szerepet jatszik a kén-anyagcserében kozvetleniil, emellett a fehérje-anyageserét is befolyasolja

kozvetetten az SMM-cikluson keresztiil (Bourgis és mtsai. 1999).

Osszegezve a Venn-diagramm 4brajan (16. 4bra) lathatjuk a génexpresszids mintazatban
bekovetkezd valtozasokat a kezelések hatasara, az AgriGO v2.0 szoftver err6l ad egy pontosabb
képet, hogy milyen funkciokban torténtek aktivitasbeli valtozasok, de a gének konkrét feliil-
vagy alulszabalyozasat a microarray adatsorbdl, illetve gRT-PCR technikdval mért

génexpresszios mérésekbdl ismerhetjiik meg.

5.4 Fenilpropanoid utvonal

A fenilpropanoid utvonalon szamos masodlagos anyagcseretermék képzddik, melyeknek
szerepiik lehet a stresszorok okozta karosodasok kivédésében. Kiilonboz6 stresszorok
megjelenésekor mar bizonyitott, hogy emelkedik a novényekben a flavonoidtartalom, a
folyamat hatterében az esetek nagy szazalékaban a méasodlagosan jelentkezd oxidativ stressz
allhat. A keletkezd reaktiv oxigénformak eliminédlasban pedig komoly szerepet jatszhatnak a
flavonoidok (Hernandez és mtsai. 2009). Irodalmi adatok alapjan a flavonoid szarmazékok
koziil, leginkabb az antocianoknak irtak le azon tulajdonsagat, hogy képesek lehetnek elvezetni
a tobblet gerjesztési fényenergidt a fotoszintézis soran (Hernandez és Van Breusegem 2010).
Hidegstressz esetén pedig gyakori a fotoinhibicid és az oxidativ stressz, ezen eredményekre
alapozva magam is szamitottam a hidegkezelt kukorica névényekben a fenilpropanoid utvonal

génexpresszios novekedésére és a metabolitok mennyiségi emelkedésére.

A gRT-PCR alapt génexpresszios vizsgalatoknal 4 kiilonbozd enzim génjének expressziojat
vizsgaltam (19. abra), melyek lefedik a bioszintézis Utvonalat a kezdeti szakaszatol az
antocidnok képzddéséig. Az elsd altalam vizsgalt gén a fahéjsav-4-hidroxildz, ami a fahéjsav
p-kumarsavva valé alakulasat katalizalja. A gént mar korabban is vizsgaltak kukoricaban (Zea

mays L. cv. Norma) hidegstressz esetén, azonban a kiindulasi komponenssel, az SMM-
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elékezeléssel kombinalva. A vegyiiletet a csirdzastol szamitott 9. napon 24 6ran keresztiil a
tapoldathoz adtdk 0,001 g/dm® koncentracidban. Szintén tapasztaltdk, hogy az SMM
serkentdleg hat a C4H expresszidjara 24 oras hidegkezelést kdvetden. A kombinalt kezelés
hatasara kozel 70-szeresére nétt a génexpresszid (69,07+10,76), ezzel szemben a csak
hidegkezelt novényeknél kisebb mértékii génexpresszié novekedést detektaltak (24,26+3,88)
(Paldi és mtsai. 2014). Az eredményeim szintén azt mutatjak, hogy maga a hidegkezelés is
emelte a génexpressziot (HK: 10,194+2,182), azonban a kombinalt kezelés esetében ez az
emelkedés még jelentdsebb volt (HM: 14,634+1,441). Habar mindkét kisérlet soran lathatjuk
az SMM ¢és az MMS stresszvédo hatésat, a kiindulasi vegyiilet esetében a valtozasok nagyobb
mértékiiek voltak. Ennek oka lehet, hogy a kisérlet soran eltérd fajtaju kukoricakat vizsgaltunk,
illetve az SMM és MMS kozotti kiilonbségekbdl is szarmazhatnak. Igy annak érdekében, hogy
feltarjuk az eltéréseket, a jovOben fontos lenne vizsgalni, a ndvények hogyan és mennyire
hatékonyan veszik fel a tapoldatbol a vegylileteket, hogyan szallitjdk azokat, és pontosan
hogyan befolyasolja az anyagcserefolyamatokat az SMM ¢és az MMS. Az exogén SA-kezelés
novelte az endogén SA szintézisét, hiszen maga a SA is a sikimisav-fenilpropanoid ttvonalon
keresztiil képzddik magasabbrendii novényekben (Horvath és mtsai. 2007). Ebbdl kiindulva a
jelatvitelre komoly befolyéssal lehet egy olyan kiils6leg adott molekula, ami tartalmazza a
SA-at. A molekula hatdsat hidegstresszel kombinalva is vizsgaltdk, tobbek kozott Chen és
munkatarsai (2006), akik a fenilalaninbol fahéjsavva valo atalakulast katalizalo PAL enzimet
vizsgaltak, ami szintén az utvonal kezdeti szakaszan miikodikm akarcsak a C4H. Kisérleteiket
sz616n végezték (Vitis vinifera L. cv. Cabernet Sauvignon) és ugyancsak azt tapasztaltak, hogy
a szalicilsavval valo elékezelés (150 uM-os, 30 percig tarto infiltracio a bogyokban) hatasara
kétszeresére nétt a fenilpropanoid Gtvonalon talalhato PAL enzim aktivitasa 16 és 24 oras
hidegstresszt kovetden, ezenfeliil kimutattak, hogy a szalicilsav a PAL aktivitasat mRNS-ek
atirodasan és uj PAL proteinek szintézisén keresztiil indukalja. Mindemellett a szalicilsavval
elékezelt bogyokban az Gsszfenoloid-tartalom is kodzel a duplajara novekedett. Az irodalmi
adatokbol kiindulva azt feltételezhetjiik, ha a két alapkomponens, az SMM és a SA is
serkentették a fenilpropanoid utvonal kezdeti szakaszan talalhato gének expressziojat, akkor a
két vegyiiletb6l kombinalt vegyiilet, az MMS esetében szintén erre az eredményre
szamithatunk. A kovetkez6 altalam vizsgalt gén a kalkon-szintdz volt, amelynek az expresszios
novekedését rovidtavi hidegkezelést kovetben mar régen publikaltak  kukorica
csirandovényekben (Christie és mtsai., 1994). A CHS kulcsenzim a flavonoidszintézisben, az
enzim 1 molekula p-kumaroil-CoA-bodl és 3 molekula malonil-CoA-bol allit elé naringenin-

kalkont, ami fontos kozbiilsé termék a flavonoidok szintézise soran (Napoli és mtsai.1990,
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Saito és mtsai. 2013). Kutatocsoportunk szintén vizsgélta az enzim génexpresszidjat SMM-
elkezelt és hidegkezelt ndvényeken 24 oras hidegkezelést kovetden. A mérés soran, ahogy a
C4H esetében is, a 9 napos kukoricak (Zea mays L. cv. Norma) tapoldathoz 24 6ran keresztiil
exogén modon 0,001 g/dm® koncentracidban alkalmaztdk az SMM-et a hidegstresszt
megelézéen. A CHS-nél is azt tapasztaltak, a hidegstressz onmagaban is ndvelte a
génexpressziot (5,9+0,92), de a kombinalt kezelések hatasara még emelkedettebb volt a
génexpresszio mértéke (10,09+0,86) (Paldi és mtsai. 2014). Az MMS-clékezelés kovetkeztében
szintén ezzel megegyezd eredményt kaptam (19. abra), a kombinalt kezelés szignifikans
novekedést eredményezett (HM: 10,448+2,05), amig a csak hidegkezelt novényeknél ez a
novekedés mindossze kozel kétszerese volt (HK: 1,724+0,082). A CHS gén expresszios
novekedésében a hidegkezeléseknél lathatunk kiilonbségeket, ami feltételezhetdleg az eltérd
kukorica fajtakbol adodik. A kovetkezd altalam vizsgélt enzim a flavanon-3-hidroxiléz volt,
amelynek mRNS-szintje jelentésen novekedett. Az enzim a naringenin tovabb alakulasat
katalizalja dihidrokaempferolla. Az irodalmi adatok alapjan, qRT-PCR technikaval végzett
vizsgalat soran, a buza novények (Triticum aestivum L. cv. Mv Emese) tapoldathoz adott,
egynapos 0,5 mM SA-kezelés kozel negyvenszeresére stimulalta levelekben a F3H
expresszidjat. Az eredmények igazoljak a SA, mint szignalizaciés molekula szerepét (Gondor
¢és mtsai. 2016). A fenilpropanoid utvonalrdl, az altalam vizsgalt enzimek koziil az F3H gén
mutatta a legkiemelkeddbb expresszids novekedést. A masik alapkomponens, az SMM hatasat
korabban még nem vizsgaltdk a F3H expresszidjara, igy csak a sajat eredményeimre és a
SA-kezelést leird irodalmi adatokra tdmaszkodhatok. Az F3H mRNS-szintje mar csak az
MMS-sel vald kezelés kovetkeztében is novekedett, akarcsak Gondor és kollégai (2016)
eredményei alapjan, a SA-kezelést kovetéen. A kombinalt kezelés hatasara azonban mar tobb
mint hetvenszeres volt a génexpresszio a kontroll csoporthoz képest. Ezenfeliil arra
vonatkozolag is vannak adatok, hogy a SA-el6kezelés milyen hatast idéz el hidegkezeléssel
kombinalva kukoricdkon. A publikédcio alapjan a SA-elékezelés csokkentette a hideg altal
bekovetkezd karosodasokat, amit leginkabb az antioxidans védekezoOrendszer valtozadsain
keresztiil irtak le (Janda és mtsai. 1999). A fenilpropanoid ttvonalon szintén szdmos vegyiilet
képzddik, amelyek részt vesznek az oxidativ stressz elleni védekezésben, igy kozvetve az
irodalmi adatokbol és kozvetleniil a sajat mérési adataimbol is lathat6, hogy a hidegkezelés
serkentdleg hat az utvonal ezen szakaszdnak génexpressziojara, de ami még fontosabb, a
kombinalt kezelés esetében még magasabb volt az F3H expresszidja, igy az MMS-eldkezelés
egy még hatékonyabb stresszvalaszt idézhet eld a novényeknél. Az utolso altalam qRT-PCR

technikaval vizsgalt gén az antocianidin-3-O-glikoziltranszferdz volt. Az enzim az antocianok
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végleges struktirajanak kialakitasaban jatszik szerepet. Az antocianokrdl is leirtdk, hogy
mennyiségiik novekszik abiotikus stresszek megjelenésekor. Fontos szerepet toltenek be a
stresszvalaszban, tobbek kozott az UV-B sugarzas és az oxidativ stressz elleni védekezésben,
melyek természetesen szoros kapcsolatban allnak egymassal (Page és mtsai. 2012, Zhang ¢és
mtsai. 2019b). A glikolizacios folyamatok soran nd az antocianinok kémiai diverzitasa és
stabilizalodnak is (Yonekura-Sakakibara ¢és mtsai. 2012). Az AGT esetében mar kisebb
génexpresszids emelkedést tapasztaltam, mint az utvonal korabbi szakaszain taldlhato gének
esetében, tovabba nem volt szignifikans kiilonbség a hidegkezelt és MMS-eldkezelt ndvények
kozott. Ezaltal itt csupan arra kovetkeztethetiink, hogy a hidegkezelés noveli a gén
expresszidjat, viszont az MMS-eldkezelés nincs ra tovabbi hatassal. A hideg okozta ndvekedést
az antociantartalom esetében sem okozott meglepetést, hiszen leirtak mar korabban is (Chalker-

Scott 1999).

A microarray vizsgalat alapjan szintén kaphatunk egy képet a fenilropanoid Gitvonalon talalhato
gének mRNS-szintjérdl, ezaltal a génexpresszios valtozasokrol. A mérés sordn tobb gént is
sikeriilt annotalnunk, melyek még inkabb lefedik a bioszintetikus Gitvonalat. Kiegészitésképpen
a gRT-PCR technikaval mért adatokhoz, lathatjuk a génexpresszidjat a phenilalanin-ammonia-
liaznak; a 4-kumaroil-CoA-nak, a kalkon-izomerdznak, a dihidroflavonol-reduktaznak és a
leukoantocianidin-dioxigendznak (9. tablazat). Minden gén esetében azt talaltuk, hogy nétt a
génexpresszio hidegkezelés esetében, de a kombinalt kezelések kovetkeztében egy még
magasabb génexpresszios szintet detektalt a miiszer. A microrray vizsgalat soran az itvonalrol
utolsoként detektalt gén az AGT volt, amely atfedést mutat a QRT-PCR technikéval mért
génexpresszios adatsorral, viszont a microarray esetében elmondhatd, hogy magasabb volt az
expresszios emelkedés az MMS-eldkezelt novényeknél. A CHS és a F3H esetében hasonld
képet kapunk, mint kordbban a gRT-PCR technikdval mért adatoknal, annyi kiilonbséggel,
hogy kisebb mértékiick az expresszios novekedések. Alapvetéen a QRT-PCR technikaval mért
adatsor €s a microarray mérésbdl szarmazo adatsor jol kiegészitik egymast, a két modszer
eredményei altal teljes képet kapunk a fenilpropanoid Utvonal ezen szakaszan bekovetkezd
molekuléris valtozasokrol. A két vizsgalat egyiittesen 9 gén valtozasait tarja fel és lefedik a

teljes Gitvonalat a kezdeti szakaszatol a végéig.

Az antocianok vakudlumba szallitasaban a glutation-S-transzferaz (GST) jatszik szerepet.
Szamos novényfajnal kimutattak, hogy a GST képes kotddni a flavonoidokoz és antocianokhoz,
tobbek kozott ludfliiben, szO6lében, petunidban és kukoricaban is (Nianiou-Obeidat és mtsai.

2017). Habar az antocianok szintézise jol ismert folyamat, a szallitasuk és beépiilésiik mar
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kevésbé ismert (Kitamura és mtsai. 2004). A molekuldk szallitasara tobbféle mechanizmus is
létezhet, melyek ki is egészithetik egymast: vezikuldk altali szallitds, membran
transzportereken keresztiili vagy GST altali szallitas (Zhao 2015b). Azonban petuniaval és
kukoricaval végzett kutatasok soran azt is kimutattdk, hogy azok a mutadns novények, amelyek
nem rendelkeztek GST-aktivitassal, antocian-hianyos fenotipussal rendelkeztek (Kitamura és
mtsai. 2004) Kukorica GST esetében szintén sziiletett olyan publikacid, ahol azt talaltak,
hidegstresszt kdvetden nétt az enzim aktivitasa (Rahman és mtsai. 2015). Ez a novekedés azért
is lehet fontos, mert az ilyenkor masodlagosan jelentkezd, oxidativ stressz karosito hatasait is
segithet csokkenteni tobbrétii funkcioja révén. Egyrészrdl a flavonoidok ¢és antocidnok
stabilizalasa soran, melyek fontos szerepet jatszanak a reaktiv gyokok kioltasaban, masrészrol

az enzim a sejt redox egyensulyanak fenntartasaban is szerepet jatszik.

A génexpresszios vizsgalatok eredményei alapjan, a fenilpropanoid Gtvonal metabolit-szintt
emelkedésére szamitottam. A Folin—Ciocalteu reagens mérés eredményei szerint, jelentds
kiilonbségek vannak a kezelési csoportok kdzott, miszerint az alacsony hémérséklet stimulalta
az utvonalat, és novelte a fenoloidtartalmat, tovabba az MMS-el6kezelt novényekben, még
magasabb az 6ssz-fenoloid tartalom (21. abra). A kiindulasi vegyiilettel, az SMM-mel végzett
kiserletek soran szintén tapasztaltak az Osszes fenoloidtartalom emelkedését hidegstressz
fellépésekor, ebben az esetben is az SMM-eldkezelt novények metabolit tartalma volt a
legmagasabb (Paldi és mtsai. 2014). A fenoloid szarmazékok metabolit szintii emelkedése
hozzajarul védekezOképesség fokozasahoz. Petinia ndvényeken végzett kisérlet sordn szintén
tapasztaltadk, hogy az 0Osszes fenoloidtartalom emelkedés — az antioxidans kapacitas
novekedésén keresztiil — 0sszefliggést mutatott a hidegtolerancia kialakulasaval (Pennycooke

¢és mtsai. 2004).

A fenilpropanoid utvonal metabolit mennyiségét HPLC-technikaval is vizsgaltam, majd
LC-MS-sel azonositottuk az egyes anyagcseretermékeket molekulatomegiik és dsszegképletiik
alapjan. Az azonositott vegytiletek koziil a kaempferol-3-O-rutinozid és a rutin (quercetin-3-O-
rutinozid) szintézise szorosan kapcsolt a fenilpropanoid utvonal azon szakaszahoz, melynek
végeredményeként az antocianok képzédnek. Gondor és munkatarsai (2016) metabolit szinten
is vizsgaltak a szalicilsav hatasat a fenilpropanoid ttvonalra. A HPLC-vel végzett eredményeik
alapjan az egynapos szalicilsav-kezelés levelekben a rutin és a quercetin szintet szignifikdnsan
novelte, azonban a kaempferol esetében nem tapasztaltdk emelkedést. Eredményeikkel
ellentétben, méréseim alapjan, maga az egynapos MMS-kezelés sem a szarban, sem a

levelekben nem okozott jelentds valtozdsokat. Kizardlag a hideg ¢és a kombinalt kezelések
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hatasara tapasztaltam emelkedett metabolit mennyiséget a rutin és a kaempferol esetében,
tovabba a mayzinnal, amit mar korabban is azonositottak az Gtvonalrol kukoricaszemekben
LC-MS-sel (Casas és mtsai. 2014). Az utolso altalunk meghatarozott vegyiilet a diozmetin-7-
O-neoheszperozid, a vegyiiletet azel6tt citrus-félében detektaltak, amelyek koztudottan magas
antioxidans hatdéanyagakkal rendelkeznek (Stewart és mtsai. 2005). Ezen vegyiilet esetében
azonban csokkenést tapasztaltam az MMS-kezelt ¢és hidegstressznek kitett novények

gyokereiben ¢€s leveleiben is.

Az antociantartalmat levélben és szarban is mértem spektrofotométerrel. Levélben csak enyhe
emelkedést sikeriilt kimutatnom a HM csoportban, a szarban ezzel szemben mar szignifikans
kiilonbséget mértem. Az antociantartalomban nem vartam nagymértékii valtozasokat, hiszen az
AGT gén expresszios valtozasai is eltorpiiltek az ttvonal kezdeti és kozépsd szakaszan talalhato
gének expresszios valtozasaihoz képest. Ezen eredményekkel dsszecsenglien a levelekben nem
detektaltam kiilonbségeket, minddssze a szarban mért Osszes antociantartalom mérésénél
lathatunk jelentds kiilonbséget az MMS-el6kezelt novényeknél. Tovabba a szar metabolit
szintje magasabb, mint levelekben mérté (24. abra). Ezt az eredményt a HPLC mérés is igazolja,
miszerint ebben az esetben is magasabb metabolit mennyiség volt megfigyelhetd, illetve
jelentdsebb kiilonbségek is alakultak ki az egyes csoportok kozott, mint levelekben. Ennek
hatterében 4allhat, hogy a ndvények a gyokérkéiken keresztiil veszik fel a hatéanyagot a
tapoldatbol, mely a floémban szallitodhat, akarcsak korabban az SMM esetében (Bourgis és
mtsai. 1999), igy hamarabb fejti ki hatasat a szarban, mint a leveleknél. Ezzel szemben
génexpresszios szinten a vegyiilet védohatasat levelekben mar korabban detektalhatjuk (19.

abra, 9. tablazat).

5.5 Az antioxidans védekezOrendszer

Az aerob ¢letforma kisérdjelensége a reaktiv oxigénformék képzddése, melyek
elimindlasa az antioxidans védekezdrendszer feladata, amely ezaltal egy egyensulyi allapotot
tart fenn a szervezetben. Ha a ROS-ok gyorsabb mértékben képzddnek, mint ahogy azt a
szervezet képes eltavolitani, ez az egyensuly felborul és fellép az oxidativ stressz allapota.
Kiilonboz6 abiotikus stresszorok gyakori kisérdje az imént leirt jelenség. Hidegstressz esetén
csokken a nett6 fotoszintetikus aktivitds, ami megndvekedett ROS-szintézishez vezet, ilyenkor
a ndvény a védekezd mechanizmusok altal probalja enyhiteni a stresszt, példaul hddisszipacid

altal. Ha a ROS-ok nagymértékben képzddnek, akkor az antioxidans védekezdrendszer révén
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IS probalja hatastalanitani ezeket a ndvény, ennek része az aszkorbat-glutation ciklus ¢és a
szuperoxid-diszmutaz is (Gill és Tuteja 2010). A munkam soran ezen enzimeknek aktivitasat
€s génexpresszids szintjét is mértem. A mérések soran csak a gyokerekben tapasztaltam
valtozasokat. Az APX gyorsan reagadl a hidrogén-peroxiddal, a reakcié soran az
aszkorbinsavbol monodehidro-aszkorbinsav (MDA) keletkezik, melynek regeneracioja
tobbféle folyamat révén torténik. Ennek egyik lehetésége hogy a MDA spontan
dehidroaszkorbinsavva alakul, ami majd a dehidroaszkorbinsav-reduktdz enzim 4ltal
reduktaz végzi NADPH felhasznalasaval, 1ényegében ez az aszkorbat-glutation ciklus (Apel és
Hirt 2004). Az altalam génexpressziésan vizsgalt APX és GR izoformak a citoszolban
talalhatoak. Az eredményeim 4ltal azt a tapasztaltam, hogy valdban bekdvetkezett az oxidativ
stressz allapota a ndvényekben, ahogyan az irodalmi adatok alapjan ez varhat6 volt, ugyanis a
HK csoportban szignifikans magasabb volt az APX és a GR enzimek génexpresszidja a kontroll
csoporthoz képest (28. abra). Ezzel ellentétben a kombinalt kezelést kapott csoportnal a kontroll
szintjével megegyezd volt a génexpresszid az APX esetében, amig a GR esetében ennél még
alacsonyabb értéket kaptam. A csak MMS-kezelést kapott novények APX génexpresszios
értékei is novekedtek, maga a szalicilsav, amely egyik alapkomponensiik, hatassal van a H20>
szintjére, igy elképzelhetd, hogy stimuldlja az APX miikodését, €s annak génexpresszios
novekedésct, mely reakcio soran keletkezett MDA mas iton a monodehidro-aszkorbinsav-
reduktaz altal is kcpes regeneralddni (Apel és Hirt 2004; Martinez és Araya 2010, Potters és
mtsai. 2002).

A fotometrias mérések soran ennél kissé eltéré eredményt kaptam, ez azzal magyarazhato, hogy
ebben az esetben az Gsszes izoforma aktivitasat egylittesen mértem, és nem csak a citoszélban
talalhato 1-1 izoforma aktivitasat. Az APX esetében csak a HK csoportban kaptam aktivitasbeli
novekedést, az M és HM csoport értékei megegyeztek a kontroll csoporttal (26. abra). A GR
esetében minden csoportnal novekedés volt megfigyelhetd a kontrollhoz képest, a legmagasabb
értéket pedig a HM csoportban mértem, ami, ha nem is jelentésen, de magasabb volt, mint a
HK csoportban mért aktivitas (27. abra). Ami még megfigyelhetd, hogy az APX esetében

magasabb enzimaktivitas értékeket kaptam.

A szuperoxid-diszmutaz (SOD) szintén fontos tagja az enzimatikus védekezoérendszernek. Az
enzim a szuperoxidanion gyokot alakitja tovabb, igy H20> keletkezik, melynek az
eliminaldsaban tobbek kozott a kordbban leirt aszkorbat-glutation ciklus jatszik szerepet. A

SOD tobb sejtszervecskében is jelen van, tobbek kozott, ahol elektrontranszportlanc miikodik,
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igy a kloroplasztiszban és a mitokondriumban, de mindenhol megtalalhato, ahol az oxigén részt
vesz valamilyen folyamatban, igy a peroxiszomaban, citoszélban, sejtfalban stb. Az alapjan,
hogy milyen fém kofaktor van jelen az enzimben harom izoformat kiilonboztetiink meg:
Fe-SOD, Cu-Zn-SOD, Mn-SOD. Az izoformak elkiilonitésére gatloszereket alkalmaztam (27.
abra), miszerint Fe-SOD inakivalhato H2O> -dal, de rezisztens kalium-cianidra (KCN), a Mn-
SOD rezisztens KCN ¢és H202 -ra is, mig a Cu-Zn-SOD gatolhat6 hidrogén-peroxiddal (Alscher
¢s mtsai. 2002). Nativ gélelektroforézis soran nekem is sikeriilt tobb izoformat elkiiloniteni
egymastol, szam szerint hatot. A Cu-Zn-SOD miikddését H2Oz-dal gatoltam, a Mn-SOD
aktivitasat pedig aszkorbat alkalmazéasaval akadalyoztam. A Fe-SOD aktivitasat szintén gatolja
a H2O> viszont az aszkorbat egyiittes adagolasaval, az enzim ismét mikodoképessé valik. A
KCN-ot mérgezd mivoltabol kiindulva nem szerettem volna alkalmazni. Fe-SOD-bol két
izoformat talaltam (30. abra), Alscher és kollégai (2002) publikacidja alapjan egy kisebb
molekulastilyt homodimer ¢és egy nagyobb molekulatomegli tetramer taldlhatdo a
magasabbrendii névényekben. A hidegkezelés hatasara magasabb aktivitast mértem a HK és
HM csoportokban, de ez az emelkedés sem a kontroll ndvényekhez képest, sem pedig a HK és
HM csoport kozott nem volt szignifikans. A Cu-Zn-SOD esetében minden kezelési csoportban
magasabb aktivitast mutatott, mint a kontroll novényekben, a HK csoport esetében ez jelentds
emelkedést mutatott (31. abra). A Mn-SOD-bol csak egy izoformat detektaltam (32. abra), itt
is elmondhatd, hogy novekedés lathaté a hidegkezelések hatasara, de itt nem jelentds ez a
kiilonbség. A 29. dbra egyiittesen szemlélteti a SOD kiilonb6z6 izoformait, ezen az dbran jol
latszik, hogy alapvetden magasabb volt az aktivitds a kezelések hatdsara. A legmagasabb a
hidegkezelt csoportban volt, amit a kombinalt kezelést kapott csoport kdvetett. Ami még
szembetiind, hogy harom izoformaban jelentkezett valtozés, ez a Fe-SOD2; a Cu-Zn-SOD 1 és
a Mn-SOD volt, a masik harom izoforma aktivitdsdban nem tapasztaltam valtozast. A SOD ¢és
az APX jelentdségét is bizonyitottdk a ROS-ok eliminédldsban transzgénikus ndvényekben.
Tang és munkatarsai (2006) bizonyitottak, hogy Cu-Zn-SOD ¢és APX kulcsszerepet jatszik a
tolerancia kialakitasaban oxidativ stressz és magas hémérsékleti stressz esetén, mindezt olyan
burgonya novényekben bizonyitottak, melyekben a két enzimet konstitutivan expresszaltattak
a kloroplasztiszban, ennek kovetkeztében kisebb volt a stresszorok okozta karosodas, és jobbak
voltak a fiziologiai paraméterek ezen novényekben. Egy masik kisérletben Shafi és munkatarsai
(2015) szintén vizsgaltdk a SOD ¢és APX szerepét transzgénikus novényekben sostressz esetén,
melyekben magasabb volt az enzimaktivitas, ami magasabb toleranciaval jart egyiitt, melyet
fiziologiai €s metabolit szintii mérésekkel, ugy, mint az ionefflux, prolin és cukor mennyiségi

mérése és a lignin bioszintézisen keresztiil is alatamasztottak. A glutation-S-transzferaznak
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(GST), ahogy korabban irtam szamos funkcidja ismert, tobbek kozott detoxifikalas, redox
egyensuly fenntartasa, antocian szdrmazékok stabilizaldsa. A GST I enzim génxpresszidja
jelentds novekedést mutatott a hidegkezelt novényekben (20. abra). A GST-nek a névényekben
harom csoportjat kiilénitik el. A GST | felel tobbek kozott a herbicidek detoxifikalasaért,
azonban szintén az enzim felelds buizaban a telitetlen zsirsavszarmazékok, agymint a 4-hidroxi-
nonenal megkotéséért, ami lipidperoxidacio kovetkeztében keletkezik (Edwards és mtsai.
2000). A magas GST génexpresszios szintjébol arra kovetkeztetek, hogy a hidegstressz altal
bekovetkezett karosodas, akar a korabban leirt membrankarosodas mértéke nagyobb volt.
AbdElgawad és munkatarsai (2016) sostressz hatasara bekovetkezé oxidativ stressz hatasat
figyelték kukoricdban és a stresszorra adott valaszreakcidkat. Szintén szamos antioxidans
enzimben bekovetkezo aktivitas valtozast mérték. Habar a sostressz és a hidegstressz eltérd
abiotikus stresszorok, megjelenésiik mégis indukal azonos folyamatokat, mint példaul a
csOkkent fotoszintézis €s persze a masodlagosan jelentkez6 oxidativ stressz bekovetkezése. A
kutatocsoport sostressz hatasara szintén magasabb aktivitast mért gyokerekben az APX és GR
esetében, mint leveleknél, bar ezt az eredményt Osszefliggésbe hoztdk a magasabb Na*
felhalmozodassal, illetve a GST esetében is szignifikans novekedés volt tapaszthaté az
aktivitdsban sostressz esetén. Munkdm soran én is hasonld eredményeket tapasztaltam,
miszerint az APX és GR aktivitas gyokerekben volt szamottevo, nétt az enzimaktivitas, illetve
a SOD enzimaktivitds is magasabb volt a csak hidegkezelést kapott ndvényekben, tovabba a

GST génexpresszios emelkedése is, mely valtozasok arulkodnak az oxidativ sressz jelenlétérdl.

A méréseim alapjan a hidegstressz hatasdra egyértelmilen nétt az antioxidans enzimek
génexpresszioja €s aktivitasa is. A legtobb mérésnél a HK csoportban magasabb eredményeket
kaptam, mint az MMS-el6kezelt csoportnal, habar szignifikans kiilonbségeket nem minden
esetben talaltam. A magasabb génexpresszios €s aktivitasbeli adatok utalhatnak akar arra is,
hogy magasabb volt az oxidativ stressz mértéke ezekben a ndvényekben, igy egy még
erdteljesebb védekezés és valaszreakcid sziikséges. Kordbban irtam a fenilpropanoid tton
képzddd vegyliletek jelentdségérdl az oxidativ stresszvalaszban, melyek bioszintézisét az
MMS-eldkezelés novelte. Ezekben a novényekben kisebb lehet a reaktiv oxigénformak
mennyisége, ezaltal az oxidativ stressz okozta karosodas mérteke, mint a csak hidegkezelt

ndvényekben, ahol egy hatékonyabb antioxidans valaszra van sziikség.
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5.6 Az MMS-1dl

A kombinalt vegyiilet, az MMS hatasaval kevesen foglalkoztak, minddssze két publikéacio
sziiletett a témaban, az egyik virusfertézés esetén vizsgalta az MMS jotékony hatasat
(Ludmerszki €s mtsai. 2017) kukoricaban, mig a masik irodalmi adat sostressznek kitett buza
novények vizsgalatabol szarmazik (Janda és mtsai. 2018). Hidegstresszel kapcsolatos
vizsgélatok eddig nem sziilettek a t¢émaban. Mindkét korabbi publikacidban sikeriilt igazolni a
vegyiilet hatasat, miszerint eldsegiti a stresszvalaszt a novényekben. Janda és munkatarsai
(2018) a korabbi kiindulasi komponensek hatasat is vizsgaltak az MMS hatasaval egyidében,
mely alapjan Osszehasonlithatoak a kiilonb6z6 komponensek védoéhatasi. Publikacidjukban
igazoltak, hogy a vegyiiletekkel vald elokezelés csokkentette a sostressz okozta karosodas
mértékét a fotoszintetikus apparatusban, amit virusfertézés esetén szintén sikeriilt bizonyitani
(Ludmerszki és mtsai. 2017). Janda és munkatarsai tovabba azt is kimutattak, hogy az MMS-
elokezelés novelte a szabad és kotott formaban jelenlévé SA-szintet, ami a szignalizacio
hatékonysagat ndvelheti a stresszorok megjelenése esetén, ez valaszul szolgélhat arra, hogy a
vegyiilettel valo el6kezelés stimulalja az olyan anyagcsereutakat, ahol stresszvédd metabolitok
képzddnek. Ezt a hatast nekiink is sikeriilt igazolnunk a fenilpropanoid anyagcsere esetén (Olah
¢s mtsai. 2018), illetve a poliamin bioszintézis Gtvonal esetében is (Olah és mtsai. — késziiloben
1évo publikacid). A microarray adatsorbol €s az abbdl szarmazd bioinformatikai elemzeésbdl
szamos adatunk van, melyeket érdemes lenne gorcs6 ald venni, példaul a
hormonhéztartartasban végbemend valtozdsokat. Tovabba az is bizonyos, hogy a névények
konnyedén felveszik az MMS-t a hidroponikus tapoldatbol a gyokereiken keresztiil, amely eljut
a levelekig. Az MMS levélben kifejtett hatasat sikeriilt bizonyitani tobb mérés esetében is,
viszont a késGbbiekben érdemes lenne tiizetesebben vizsgalni a vegyiilet transzportfolyamatat
a novényben. A vegyiilet alkalmazasa mez6gazdasagi szempontbol is fontos lehet a jovoben,
hiszen ezek a tipusu vegytiletek anélkiil tudndk fokozni az ellenalloképességet, hogy ezzel karos
anyagokat juttatniank a kornyezetinkbe. Igy érdemes lenne vizsgilni a vegyiilet
hatdsmechanizmusat szabadfoldes kisérletek soran is, ez esetben a vegyliletet permetezéssel
juttatnank a névények feliiletére. Ebbol a szempontbdl is relevans lenne megismerni, hogyan
képes felvenni a novény az MMS-t és miként szallitodik a vegylilet a ndvényekben.
Osszességében, azt gondolom az MMS és a hozza hasonld természetes eredetli vegyiiletek
kornyezetbarat megoldast jelenthetnének a sresszorok ellen, csokkentve ezzel negativ

hatasaikat, esetlegesen novelve a kiillonb6z0 mezdgazdasagi ndvények terméshozamat.
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5.7 Az MMS-elokezelés hatasanak dsszefoglalasa

Munkam soran vizsgaltam az MMS-elékezelés hatasat, miszerint képes-e fokozni a

novényi védekezést hidegstressz fellépése esetén. Az eldkezelt novények hatékonyabban

reagaltak a stresszre, igy kisebb volt a hideg okozta karosodas. Eredményeimet 0sszefoglalva

pontokba szedve ismertetem.

X/
L X4

A novények fizioldgiai allapotara a fotoszintézis mitkodésébdl kovetkeztethetiink. gy
szerettem volna ezt a folyamatot tobb aspektusbol megvizsgalni. A PSII reakciocentrum
kvantumhatékonysadga alacsony hOmérséklet hatasara lecsokkent, ezt az
aktivitdscsokkenést mérsékelte az MMS-eldkezelés. A fotoszintetikus aktivitassal
forditottan aranyosan néttek a PSII reakciocentrumhoz tartozé nem-fotokémiai kioltd
folyamotok értékei, melyek az MMS-eldkezelt novényeknél a hidegkezelt novények
értékei alatt maradtak. Leginkdabb a D1 protein karosodasabol szarmazd ®nr érték
novekedett a hidegkezelést kovetéen, ami az inaktivalodott PSII RC-k
energiakibocsatasa. Vizsgaltam a zeaxantin-epoxiddz enzim génexpressziojat, mely
enzim szorosan kapcsolodik a PSII RC-hoz tartoz6 fényfiiggd, ApH- és xantofillciklus
alapu kioltas paraméteréhez. Ahogy azt elézetesen vartam, a hideg hatasara megnétt az
enzim génexpresszioja. Kiilonbséget talaltam az MMS-elokezelt novényekben,
amelyekben ugyan nem jelent6sen, de alacsonyabb volt a génexpresszio a hidegkezelt
novényekhez viszonyitva. A RT-PCR technikdval mért adatokat alatamasztja a
microarray vizsgalat. A Kklorofill-bioszintézis utvonalan a hidegstresszt kovetden
emelkedtek az itt talalhatd enzimek génexpresszids értékei a microarray vizsgalat
alapjan, tovabba az MMS-eldkezelés még inkabb fokozta az tvonal génexpressziojat.
Metabolit  szinten  hidegkezelések  hatdsara nem  detektadltam  magasabb
klorofilltartalmat, sem karotin- és xantofilltartalmat.

Az SMM-eldkezelés hatasara csokkent a membrankarosodas mértéke, ebbdl kifolyolag
szintén vizsgaltam, hogy az MMS rendelkezik-e a kiindulasi vegyiilet jotékony
hataséaval, és szintén képes-e csokkenteni az ioneffluxot. Eredményeim azt tiikrozik,
hogy a hideg hatasara bekovetkez6 membranpermeabilitas alacsonyabb volt azokban a
novényekben, amelyeket a hidegstressz elétt MMS-sel kezeltem eld.

A hideg szignalizacioban résztvevé transzkripcids faktorok, az ICE1 és a DREBI
esetében is jelentdsen emelkedett génexpressziot mértem, a hidegkezelt és a

kombinaltkezelést kapott csoportok esetében.
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A microarray vizsgalat soran tobb mint 4000 génnél talaltunk szignifikans valtozast
5 %-os szignifikanciaszint mellett a kontroll csoporthoz képest, mely valtozasok nagy
része a hidegkezeléshez kothetd. Atfedést lathatunk a HK és HM csoportok kozott,
miszerint mindkét kezelési csoportnal 3005 gén expresszidja valtozott. Tovabba 187
olyan gént taldltunk, ami csak a hidegkezelésre adott valaszt. A MMS-eldkezelés is
szamos génnél okozott valtozast, 591 gént talaltunk, melyek csak a kombinalt kezelésre
valtoztak, ez maganak az MMS-el6kezelésnek lehet a hatasa. A microarray vizsgalat
eredményeit qRT-PCR moédszerével validaltam.

Az AgriGO 2.0 verzioju szoftverrel a génexpresszios adatokbol készitett abrak szintén
5%-os szignifikanciaszint mellett késziiltek. Szamos génexpressziobeli valtozast
detektaltam a K-HM 06sszehasonlitasban. A bioldgiai folyamatoknal kiemelném példaul
a stimulusra bekovetkez$ valaszreakciot, ami magaba foglalja a kovetkez6 GO
kategoriakat: stresszvalasz, tovabba stresszvédelem és oxidativ stresszre adott valasz.
Mindemellett a stimulusra adott valaszon beliil megtalalhaté a kémiai stimulansra adott
valasz és az abiotikus stresszvalasz is, mely kategoriakban szintén génexpressziobeli
valtozas tortént az MMS-elokezelés hatasara. A sejtkomponensek esetében szintén
nagymértékli valtozasok kovetkeztek be a kombinalt kezelések hatasara, szamos GO
kategoria feliilreprezentalt, ezek koziil a sejtfalat, a plazmamembrant, a peroxiszémat,
a citoszolt, a vaku6lumot, az endoplazmatikus retikulumot, a fotoszintetikus
membranokat, a mitokondriumot, a Golgi-apparatust és a sejtmagot emeltem ki. A
molekularis funkciok esetében kisebb volt az aktivitasbeli valtozas, itt tobbek kozott a
glutation-S-transzferaz aktivitasaban, az S-adenozil-metionin fiiggd metiltranszferaz
aktivitasban vagy akar a fehérjék szerin/treonin-foszfataz aktivitasaban mutatott a HM
csoport aktivitas valtozast a kontroll csoporthoz képest.

A fenilpropanoid Utvonalon szamos stresszvédd vegyiilet képzddik. Az tutvonal
génjeinek expresszidjat onmagaban a hidegstressz is stimulalta, az MMS-el6kezelt
novényeknél pedig még magasabb volt a génexpresszios emelkedés. Az imént emlitett
gRT-PCR technikaval mért adatokat a microarray vizsgalat is megerdsitette, ezenfeliil
egy még részletesebb képet kaptunk a bioszintézis titvonal génexpresszios valtozasairol.
Az utvonalon képzddd anyagcseretermékek mennyiségi valtozasat is mértem. Az 0sszes
fenoloidtartalomban szintén a kombinalt kezelést kapott csoportban kaptam a
legmagasabb metabolit szintet. Az antociantartalom levélben és szarban is magasabb

volt az MMS-el6kezelt csoportnal, a szar esetében ez a novekedés szignifikans volt.
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% Az antioxidans enzimek esetében az aszkorbat-peroxidaz és a glutation-reduktaz sem
génexpressziodsan, sem aktivitdsban nem mutatott valtozast a levelekben. Ezzel szemben
a gyokérben mar detektaltam szignifikéans kiilonbségeket. A QRT-PCR technikaval mért
génexpresszidos méréseknél az aszkorbat-peroxidaz és a glutation-reduktdz is a csak
hidegkezelt novényeknél volt a legmagasabb, ezzel ellentétesen az MMS-eldkezelt
csoportnal alacsonyabb volt a génexpresszid, vélhetéen a kisebb mértékii oxidativ
stressznek koszonhetden. Az aktivitasmérés megerdsitette a génexpresszids eredményt
az aszkorbat-peroxidaz esetében, mig a glutation-reduktdz aktivitds ndvekedése ezzel
ellentmondasos, hiszen az MMS-eldkezelt csoportnal volt a legmagasabb. A
szuperoxid-diszmutaz aktivitasat levélben mértem. Munkam soran hat izoformat
kiilonitettem el, 6sszességében a szuperoxid-diszmutaz esetében is az MMS-eldkezelt

novényeknél alacsonyabb volt az enzimaktivitas, mint a csak hidegkezelt névényeknél.
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6. Osszefoglalas

Doktori munkam soran arra kérdésre kerestem a valaszt, hogy a természetes eredetii
S-metilmetionin-szalicilat (MMS) képes-e novelni a ndvényi védekezoképességet alacsony
hémérsékleti stresszorral szemben.

A stresszor hatasara lecsokken a kettes fotokémiai rendszerhez tartozo reakcidcentrumok
fotoszintetikus hatékonysaga, ezzel parhuzamosan né a nem-fotokémiai kioltasi paraméterek
(NPQ) szerepe, melyek a tobblet abszorbedlt fényenergia elvezetésére szolgalnak. Az
elékezelés hatdsara magasabb volt a fotoszintetikus aktivitas, és kevésbé ndttek meg az NPQ
paraméterek értékei, mely értékek a fotoszintetikus apparatus csokkent karosoddsara engednek
kovetkeztetni.  Ezenfeliil a Klorofill-bioszintézisben résztvevé gének expresszidjat is
serkentette az MMS-el6kezelés. A vegylilet membranvédd hatasat szintén sikeriilt bizonyitani,
az MMS-elékezelést kapott novényeknél alacsonyabb volt az ionefflux, mint a csak hidegkezelt
novényeknél.

Szerettiik volna feltérképezni az MMS teljeskorli hatasat a génexpressziora, valoban segiti-€ a
vegyiilet alkalmazéasa a tolerancia kialakuldsat az alacsony homérséklet jelenlétekor. Ehhez
elvégeztiink egy microarray vizsgalatot, ami teljeskor(i képet ad a kukoricakban végbemend
génexpresszios valtozasokrol. A vizsgalat alapjan — melyet qRT-PCR technikaval mért
vizsgélatok tdmasztanak ald — szdmos génnél taldltunk legalabb kétszeres génexpresszids
valtozast, a kezelések kozotti Osszevetésben (hidegstressz és/vagy MMS-eldkezeléssel
kombinalva, vagy csak az MMS hatasa hidegstressz nélkiil). A legkiemelend6bb a
fenilpropanoid ttvonal génexpresszios novekedése, melyrdl bizonyitott, hogy szdmos fontos
stresszvédd molekula szintetizalodik ezen az anyagcsere utvonalon. A hidegkezelések
kovetkeztében is detektalhato volt az emelkedés génexpresszios €s metabolit szinten egyarant,
viszont az MMS-el6kezelés hatasara ez a valtozds még markansabb volt. Az eredményekbdl
feltételezziik az MMS serkent6leg hat ezen masodlagos anyagcseretermékek szintézisére.

Az antioxidans védekezdrendszer vizsgalata szintén képet adhat szdmunkra a ndvényeket ért
karosodasok mértékérdl, hiszen alacsony hdmérséklet esetén az oxidativ stressz masodlagosan
mindig jelen van. Az aszkorbat-peroxidaz esetében magasabb génexpressziot detektaltam a
csak hidegkezelést kapott csoportnal, ezenfeliil az enzim aktivitasa is ezeknél a névényeknél
volt a legmagasabb. A glutation-reduktaz esetében génexpresszids szintén a csak hidegkezelt
novényeknél mértem a legmagasabb génexpressziot, az enzimaktivitas vizsgalat esetében az
MMS-elokezelt novényeknél magasabb értéket kaptam. A szuperoxid-diszmutaz vizsgalatanal

is a hidegkezelt novényeknél volt a legnagyobb az enzimaktivitas.
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Osszességében az eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy az MMS-elSkezelés hatasara
a novényekben csokkent hidegstressz okozta karosodasok mértéke, a vegyiilettel valod
elokezelés segitette a novényi alkalmazkodast, ezéltal pedig mérsékelte a masodlagosan

bekdvetkezd oxidativ stresszt és annak negativ hatasat.
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7. Summary

During my Ph.D work my aim was to examine, that the naturally occurring
S-methylmethionine-salicylate (MMS) is able to stimulate the stress response against cold
stress.

In recent work, physiological parameters such as photosynthetic activity were studied in cold-
stressed maize plants. The efficiency of PSII reaction centers was decreased after cold stress,
parallel the non-photochemical quenching (NPQ) parameters of PSII were increased, which
may lead the excess light energy, throw mitigate the damages in the reaction centers. In MMS-
pretreated plants, the PSII electron flow was higher, and NPQ parameters had lower values,
which means the photosynthetic efficiency and the utilization of light energy was more
effective. Moreover, according to the microarray results, the chlorophyll biosynthesis was more
stimulated in MMS-pretreated plants. Furthermore, the exogenous application of MMS has a
membrane protective effect as well, the pre-treated plants had lower ion efflux values than cold-
stressed plants.

In order to gain more information about the changes in gene expression pattern, a microarray
analysis was carried out. More than 4000 genes were found, that showed at least two-folded
expression change in any experimental relation (low-temperature treatment with or without
MMS-pretreatment, MMS-treatment without cold stress). The results were validated by real-
time PCR. The most important genes expression changes were on the phenylpropanoid
pathway, it is important to note, that numerous stress protective molecule is synthesized on this
pathway. The chilling also stimulated the expression of phenylpropanoids derivates, however,
the changes were even pronounced in MMS-pretreated plants at gene expression and metabolite
level as well.

Since oxidative stress is a common secondary effect in chilling, changes in the antioxidant
system were also studied. In the case of ascorbate peroxidase higher gene expression and
enzymatic activity were detected in cold-stressed plants. In the case of glutathione reductase
also higher gene expression was measured in cold-stressed plants without MMS-pretreatment,
however, the enzyme activity of glutathione reductase was higher in these plants, than in cold-
stressed plants. We also monitored the enzyme activity of superoxide dismutase, this enzyme
also shows the highest activity in cold-stressed plants.

According to our results, MMS is capable of increasing the defence potential of cold-stressed
maize plants, furthermore pre-treatment with the compound also contributes to decrease the

damaging effects of oxidative.
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10. Melléklet
M1. tdablazat Az AgriGO v2.0 programmal készitett GO (gene ontology) analizis a K-HM
csoportok osszevetéseben, a tabldazatban a biologiai folyamatok szerinti csoportositasban
lathatoak a GO kategoriak, melyek génaktivitasbeli valtozast mutatnak. Tovabba a tablazat
tartalmazza a GO kategoriakhoz tartozo annotalt gének szamat, a vizsgalat soran annotalt
gének szamat és az adatbdzisban megtalalhato annotalt gének szamat.

GO Biologiai folyamatok annotalt | Osszes | maximdlisan | 0sszes p-érték
azonosito gének | annotalt | annotalhatd | elemszam
szama | gének gének
szdma szdma
G0:0042221 response to chemical 93 521 432 25288 | 4.5E-60
stimulus
G0:0022414 reproductive process 49 521 68 25288 | 6.9E-52
G0:0000003 reproduction 52 521 137 25288 | 5.9E-44
G0:0050896 response to stimulus 152 521 2128 25288 | 1.2E-41
G0:0009314 response to radiation 30 521 33 25288 | 2.9E-34
G0:0009416 | response to light stimulus 29 521 33 25288 | 7.2E-33
GO0:0032501 | multicellular organismal 103 521 1390 25288 | 1.3E-28
process
GO0:0051716 cellular response to 38 521 158 25288 | 2.9E-26
stimulus
GO0:0051704 | multi-organism process 35 521 132 25288 | 1.7E-25
G0:0048519 negative regulation of 23 521 37 25288 | 7.5E-24
biological process
G0:0009987 cellular process 357 521 11754 25288 | 7.4E-24
G0:0048523 negative regulation of 22 521 33 25288 | 2.3E-23
cellular process
G0:0044237 | cellular metabolic process 293 521 9105 25288 | 1.2E-20
G0:0007242 intracellular signaling 41 521 297 25288 | 3.2E-20
cascade
G0:0006950 response to stress 103 521 1883 25288 | 3.8E-19
G0:0010035 response to inorganic 17 521 25 25288 | 1.9E-18
substance
G0:0019748 secondary metabolic 22 521 67 25288 | 3.8E-18
process
G0:0007049 cell cycle 18 521 35 25288 | 7.8E-18
G0:0016043 cellular component 64 521 865 25288 | 9.3E-18
organization
G0:0009628 response to abiotic 80 521 1339 25288 | 6.7E-17
stimulus
G0:0006952 defense response 22 521 82 25288 | 1.4E-16
G0:0009605 response to external 22 521 91 25288 | 8.9E-16
stimulus
G0:0008152 metabolic process 342 521 12161 25288 1E-15
GO0:0050789 | regulation of biological 142 521 3517 25288 | 2.6E-15
process
G0:0006996 organelle organization 40 521 411 25288 | 5.4E-15
G0:0034641 cellular nitrogen 38 521 373 25288 7E-15
compound metabolic
process
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G0:0009617 response to bacterium 12 521 12 25288 | 8.8E-15
G0:0050794 regulation of cellular 136 521 3392 25288 | 2.2E-14
process
G0:0048522 positive regulation of 12 521 16 25288 | 9.2E-14
cellular process
G0:0031324 negative regulation of 14 521 33 25288 | 2.9E-13
cellular metabolic process
G0:0010605 negative regulation of 14 521 35 25288 | 5.5E-13
macromolecule metabolic
process
G0:0009892 negative regulation of 14 521 35 25288 | 5.5E-13
metabolic process
G0:0022402 cell cycle process 13 521 27 25288 | 5.8E-13
GO0:0051172 negative regulation of 11 521 14 25288 | 7.1E-13
nitrogen compound
metabolic process
G0:0090066 | regulation of anatomical 12 521 21 25288 | 9.7E-13
structure size
G0:0032535 regulation of cellular 12 521 21 25288 | 9.7E-13
component size
G0:0016071 | mRNA metabolic process 14 521 37 25288 1E-12
GO0:0016053 | organic acid biosynthetic 30 521 304 25288 | 1.1E-11
process
G0:0046394 carboxylic acid 30 521 304 25288 | 1.1E-11
biosynthetic process
G0:0000097 sulfur amino acid 11 521 20 25288 | 1.2E-11
biosynthetic process
G0:0022403 cell cycle phase 11 521 20 25288 | 1.2E-11
G0:0000096 sulfur amino acid 12 521 31 25288 | 3.5E-11
metabolic process
G0:0008283 cell proliferation 9 521 10 25288 4E-11
G0:0042440 pigment metabolic 12 521 33 25288 | 6.3E-11
process
GO:0006575 cellular amino acid 17 521 93 25288 | 8.1E-11
derivative metabolic
process
G0:0016481 negative regulation of 9 521 12 25288 | 1.2E-10
transcription
G0:0000279 M phase 10 521 19 25288 | 1.5E-10
G0:0009698 phenylpropanoid 10 521 20 25288 | 2.2E-10
metabolic process
G0:0010629 negative regulation of 9 521 14 25288 | 3.3E-10
gene expression
G0:0019953 sexual reproduction 15 521 75 25288 | 3.5E-10
G0:0009058 biosynthetic process 163 521 5027 25288 | 7.5E-10
G0:0040011 locomotion 10 521 25 25288 | 1.2E-09
G0:0043436 | oxoacid metabolic process 44 521 742 25288 | 1.3E-09
G0:0019752 | carboxylic acid metabolic 44 521 742 25288 | 1.3E-09
process
G0:0044248 | cellular catabolic process 33 521 451 25288 | 1.4E-09
G0:0006082 organic acid metabolic 44 521 744 25288 | 1.4E-09

Process
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G0:0042180 | cellular ketone metabolic 44 521 749 25288 | 1.7E-09
process
G0:0044249 cellular biosynthetic 157 521 4857 25288 | 2.3E-09
process
G0:0006397 mRNA processing 11 521 37 25288 | 2.4E-09
G0:0065007 biological regulation 154 521 4740 25288 | 2.5E-09
G0:0006519 | cellular amino acid and 38 521 600 25288 | 3.5E-09
derivative metabolic
process
G0:0015994 chlorophyll metabolic 8 521 13 25288 | 4.2E-09
process
G0:0006366 | transcription from RNA 11 521 40 25288 | 4.7E-09
polymerase Il promoter
G0:0000278 mitotic cell cycle 8 521 14 25288 | 6.5E-09
G0:0006807 nitrogen compound 148 521 4581 25288 | 8.8E-09
metabolic process
G0:0032787 monocarboxylic acid 20 521 188 25288 | 9.7E-09
metabolic process
G0:0006555 methionine metabolic 8 521 15 25288 | 9.8E-09
process
G0:0006396 RNA processing 24 521 273 25288 1E-08
G0:0009890 negative regulation of 10 521 33 25288 | 1.1E-08
biosynthetic process
G0:0010558 negative regulation of 10 521 33 25288 | 1.1E-08
macromolecule
biosynthetic process
G0:0031327 negative regulation of 10 521 33 25288 | 1.1E-08
cellular biosynthetic
process
G0:0044272 sulfur compound 11 521 49 25288 | 2.9E-08
biosynthetic process
G0:0007610 behavior 7 521 11 25288 | 3.4E-08
G0:0006955 immune response 11 521 50 25288 | 3.4E-08
G0:0008610 | lipid biosynthetic process 24 521 294 25288 | 3.9E-08
G0:0044271 cellular nitrogen 24 521 295 25288 | 4.1E-08
compound biosynthetic
process
G0:0044255 | cellular lipid metabolic 28 521 395 25288 | 4.8E-08
process
G0:0016568 | chromatin modification 10 521 40 25288 | 5.1E-08
G0:0009086 | methionine biosynthetic 6 521 6 25288 | 5.5E-08
process
GO0:0002376 | immune system process 11 521 53 25288 | 5.8E-08
G0:0031323 regulation of cellular 85 521 2250 25288 | 6.7E-08
metabolic process
G0:0007165 signal transduction 54 521 1184 25288 | 9.8E-08
G0:0019222 | regulation of metabolic 87 521 2373 25288 | 1.6E-07
process
GO0:0006790 | sulfur metabolic process 12 521 78 25288 | 2.7E-07
G0:0046148 pigment biosynthetic 8 521 26 25288 3E-07

[Process
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G0:0016070 | RNA metabolic process 74 521 1932 25288 | 3.3E-07
G0:0044262 cellular carbohydrate 30 521 493 25288 | 3.6E-07
metabolic process
GO0:0006778 porphyrin metabolic 9 521 39 25288 | 4.3E-07
process
G0:0033554 | cellular response to stress 16 521 156 25288 | 4.6E-07
G0:0006629 | lipid metabolic process 36 521 674 25288 | 4.9E-07
G0:0006631 fatty acid metabolic 15 521 140 25288 | 6.3E-07
process
GO0:0051641 cellular localization 28 521 470 25288 | 1.3E-06
G0:0009699 phenylpropanoid 5 521 6 25288 | 1.4E-06
biosynthetic process
G0:0008652 cellular amino acid 16 521 176 25288 | 0.000002
biosynthetic process
G0:0008380 RNA splicing 8 521 36 25288 | 2.4E-06
G0:0009309 amine biosynthetic 17 521 202 25288 | 2.5E-06
process
G0:0080090 regulation of primary 81 521 2312 25288 | 2.6E-06
metabolic process
G0:0042398 cellular amino acid 9 521 50 25288 | 2.7E-06
derivative biosynthetic
process
G0:0033013 tetrapyrrole metabolic 9 521 50 25288 | 2.7E-06
process
G0:0010038 response to metal ion 7 521 25 25288 | 2.9E-06
G0:0006979 response to oxidative 18 521 227 25288 | 2.8E-06
stress
G0:0007005 mitochondrion 5 521 8 25288 | 3.7E-06
organization
GO0:0006357 | regulation of transcription 5 521 8 25288 | 3.7E-06
from RNA polymerase Il
promoter
G0:0044106 | cellular amine metabolic 28 521 502 25288 | 4.3E-06
process
GO0:0007010 | cytoskeleton organization 11 521 89 25288 | 5.7E-06
GO0:0006066 | alcohol metabolic process 26 521 455 25288 | 6.3E-06
GO0:0046907 intracellular transport 23 521 372 25288 | 6.5E-06
G0:0060255 regulation of 80 521 2335 25288 | 6.9E-06
macromolecule metabolic
process
GO0:0051171 regulation of nitrogen 76 521 2208 25288 | 0.00001
compound metabolic
process
G0:0048878 chemical homeostasis 7 521 32 25288 | 0.000012
G0:0006721 terpenoid metabolic 5 521 11 25288 | 0.000012
process
G0:0006633 fatty acid biosynthetic 12 521 119 25288 | 0.000015
process
G0:0051649 establishment of 25 521 456 25288 | 0.000018
localization in cell
G0:0009966 regulation of signal 10 521 86 25288 | 0.000025

transduction
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G0:0010646 regulation of cell 10 521 86 25288 | 0.000025
communication
G0:0044260 | cellular macromolecule 189 521 7062 25288 | 0.000025
metabolic process
G0:0006470 protein amino acid 10 521 89 25288 | 0.000032
dephosphorylation
GO0:0016051 | carbohydrate biosynthetic 14 521 175 25288 | 0.000032
process
G0:0009889 | regulation of biosynthetic 74 521 2210 25288 | 0.000034
process
G0:0031326 regulation of cellular 74 521 2210 25288 | 0.000034
biosynthetic process
G0:0010468 regulation of gene 74 521 2216 25288 | 0.000037
expression
GO0:0009066 | aspartate family amino 8 521 55 25288 | 0.000038
acid metabolic process
G0:0009893 positive regulation of 5 521 15 25288 | 0.00004
metabolic process
G0:0031325 positive regulation of 5 521 15 25288 | 0.00004
cellular metabolic process
G0:0044085 cellular component 28 521 576 25288 | 0.000046
biogenesis
GO0:0009611 response to wounding 9 521 76 25288 | 0.000055
GO0:0009067 | aspartate family amino 6 521 28 25288 | 0.000055
acid biosynthetic process
G0:0010556 regulation of 73 521 2210 25288 | 0.000058
macromolecule
biosynthetic process
G0:0009308 | amine metabolic process 29 521 619 25288 | 0.000063
GO0:0051179 localization 78 521 2423 25288 | 0.000072
G0:0019438 aromatic compound 8 521 61 25288 | 0.000074
biosynthetic process
G0:0006073 | cellular glucan metabolic 11 521 121 25288 | 0.000079
process
G0:0044042 | glucan metabolic process 11 521 121 25288 | 0.000079
G0:0046165 alcohol biosynthetic 5 521 18 25288 | 0.000082
process
GO0:0016311 dephosphorylation 10 521 101 25288 | 0.000086
G0:0050877 neurological system 5 521 19 25288 0.0001
process
G0:0051276 | chromosome organization 17 521 291 25288 0.0002
G0:0006725 cellular aromatic 16 521 264 25288 0.0002
compound metabolic
process
G0:0006520 cellular amino acid 24 521 502 25288 0.0002
metabolic process
G0:0016044 cellular membrane 5 521 23 25288 | 0.00022
organization
G0:0051234 establishment of 75 521 2392 25288 | 0.00022
localization
G0:0006810 transport 75 521 2392 25288 | 0.00022
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G0:0044265 | cellular macromolecule 19 521 355 25288 | 0.00024
catabolic process
GO0:0005975 | carbohydrate metabolic 41 521 1097 25288 | 0.00027
process
G0:0045449 | regulation of transcription 69 521 2172 25288 | 0.00028
GO0:0006644 | phospholipid metabolic 9 521 97 25288 0.0003
process
G0:0034637 cellular carbohydrate 12 521 168 25288 | 0.00031
biosynthetic process
G0:0006350 transcription 74 521 2389 25288 | 0.00035
G0:0003008 system process 5 521 26 25288 | 0.00036
G0:0033036 macromolecule 23 521 497 25288 | 0.00042
localization
G0:0006886 intracellular protein 17 521 315 25288 | 0.00046
transport
G0:0022613 ribonucleoprotein 7 521 62 25288 | 0.00048
complex biogenesis
GO0:0051252 regulation of RNA 49 521 1434 25288 | 0.00051
metabolic process
GO0:0070727 | cellular macromolecule 17 521 320 25288 | 0.00055
localization
G0:0034613 cellular protein 17 521 320 25288 | 0.00055
localization
GO0:0044264 | cellular polysaccharide 11 521 155 25288 | 0.00058
metabolic process
G0:0043170 | macromolecule metabolic 202 521 8085 25288 | 0.00069
process
GO0:0006779 porphyrin biosynthetic 5 521 32 25288 | 0.00084
process
G0:0019637 organophosphate 9 521 113 25288 | 0.00084
metabolic process
GO0:0032774 | RNA biosynthetic process 50 521 1508 25288 | 0.00085
G0:0019725 cellular homeostasis 11 521 164 25288 0.0009
G0:0006720 isoprenoid metabolic 6 521 50 25288 | 0.00091
process
GO0:0010467 gene expression 103 521 3707 25288 0.001
G0:0016265 death 10 521 149 25288 0.0015
G0:0008219 cell death 10 521 149 25288 0.0015
G0:0019318 | hexose metabolic process 14 521 262 25288 0.0016
G0:0006261 DNA-dependent DNA 5 521 38 25288 0.0017
replication
G0:0042254 ribosome biogenesis 6 521 61 25288 0.0023
GO0:0005976 | polysaccharide metabolic 12 521 218 25288 0.0026
process
GO0:0007017 microtubule-based 11 521 190 25288 0.0027
process
GO0:0033014 | tetrapyrrole biosynthetic 5 521 43 25288 0.0028
process
G0:0008654 | phospholipid biosynthetic 5 521 43 25288 0.0028
process
GO0:0006793 phosphorus metabolic 59 521 1969 25288 0.003
process
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G0:0006364 rRNA processing 5 521 44 25288 0.003
G0:0016072 | rRNA metabolic process 5 521 44 25288 0.003
G0:0006605 protein targeting 6 521 65 25288 0.0031
GO0:0006325 | chromatin organization 14 521 284 25288 0.0032
G0:0015980 energy derivation by 8 521 113 25288 0.0032
oxidation of organic
compounds
G0:0005996 monosaccharide 15 521 321 25288 0.0037
metabolic process
G0:0019751 | polyol metabolic process 5 521 48 25288 0.0043
G0:0022607 cellular component 20 521 497 25288 0.0045
assembly
G0:0006796 phosphate metabolic 58 521 1969 25288 0.0046
process
G0:0009069 | serine family amino acid 5 521 49 25288 0.0046
metabolic process
G0:0005984 | disaccharide metabolic 5 521 50 25288 0.005
process
GO0:0009311 | oligosaccharide metabolic 5 521 52 25288 0.0058
process
GO0:0043687 | post-translational protein 54 521 1832 25288 0.0061
modification
GO0:0045184 | establishment of protein 19 521 480 25288 0.0066
localization
G0:0015031 protein transport 19 521 480 25288 0.0066
G0:0046486 glycerolipid metabolic 5 521 57 25288 0.0083
process
G0:0006650 glycerophospholipid 5 521 57 25288 0.0083
metabolic process
G0:0015979 photosynthesis 8 521 134 25288 0.0083
G0:0008104 protein localization 19 521 494 25288 0.0087
GO0:0006576 | cellular biogenic amine 5 521 60 25288 0.01
metabolic process
G0:0000160 two-component signal 5 521 62 25288 0.011
transduction system
G0:0051186 cofactor metabolic 12 521 266 25288 0.011
process
G0:0018130 | heterocycle biosynthetic 6 521 87 25288 0.011
process
G0:0043412 macromolecule 58 521 2069 25288 0.012
modification
GO0:0006464 protein modification 56 521 2013 25288 0.015
process
G0:0006820 anion transport 6 521 98 25288 0.019
G0:0006457 protein folding 12 521 288 25288 0.02
G0:0034470 NcRNA processing 6 521 99 25288 0.02
G0:0012501 programmed cell death 7 521 129 25288 0.021
G0:0043933 | macromolecular complex 18 521 509 25288 0.022
subunit organization
G0:0016192 | vesicle-mediated transport 10 521 234 25288 0.027
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G0:0034645 cellular macromolecule 94 521 3777 25288 0.031
biosynthetic process
GO0:0006006 | glucose metabolic process 10 521 240 25288 0.031
G0:0009059 macromolecule 94 521 3782 25288 0.032
biosynthetic process
G0:0051169 nuclear transport 5 521 86 25288 0.037
G0:0006913 nucleocytoplasmic 5 521 86 25288 0.037
transport
GO0:0006091 | generation of precursor 18 521 546 25288 0.039
metabolites and energy
G0:0009250 glucan biosynthetic 5 521 88 25288 0.04
process
G0:0045454 cell redox homeostasis 7 521 150 25288 0.041
GO0:0065003 | macromolecular complex 16 521 483 25288 0.048
assembly
GO0:0006974 | response to DNA damage 7 521 157 25288 0.049
stimulus
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M2. tablazat Az AgriGO v2.0 programmal készitett GO (gene ontology) analizis a K-HM

csoportok oOsszevetéseben,

a tablazatban a

sejtkomponensek szerinti csoportositisban

lathatoak a GO kategoriak, melyek génaktivitasbeli valtozast mutatnak. Tovabba a tabldazat
tartalmazza a GO kategoridkhoz tartozé annotdlt gének szamat, a vizsgalat sordan annotalt

gének szamat és az adatbazisban megtalalhato annotalt gének szamat.

GO Sejtkomponens annotalt | Osszes | maximalisan Osszes p-érték
azonositd gének | annotalt | annotalhato elemszam
szama | gének | gének szama
Szama
GO0:0005737 cytoplasm 225 521 2005 25288 | 6.90E-102
G0:0043227 | membrane-bounded 253 521 2791 25288 6.40E-98
organelle
G0:0044444 cytoplasmic part 191 521 1518 25288 6.30E-92
G0:0044424 intracellular part 303 521 5133 25288 1.40E-77
G0:0005622 intracellular 315 521 6032 25288 5.40E-69
G0:0044464 cell part 381 521 9123 25288 6.80E-65
G0:0005623 cell 381 521 9123 25288 6.80E-65
G0:0044422 organelle part 108 521 1167 25288 6.10E-38
G0:0044446 | intracellular organelle 106 521 1167 25288 1.50E-36
art
G0:0012505 endomemrt))rane system 41 521 124 25288 7.30E-33
G0:0005829 cytosol 37 521 95 25288 7.30E-32
G0:0005886 plasma membrane 33 521 86 25288 2.30E-28
GO0:0031090 | organelle membrane 45 521 266 25288 2.60E-25
G0:0005739 mitochondrion 38 521 187 25288 5.40E-24
G0:0005783 | endoplasmic reticulum 31 521 136 25288 4.70E-21
GO0:0043233 organelle lumen 29 521 125 25288 5.80E-20
GO0:0031974 | membrane-enclosed 29 521 133 25288 2.50E-19
lumen
GO0:0070013 | intracellular organelle 28 521 125 25288 5.70E-19
lumen
G0:0005634 nucleus 113 521 2294 25288 9.10E-18
G0:0044428 nuclear part 27 521 170 25288 4.70E-15
GO0:0005773 vacuole 11 521 16 25288 2.00E-12
G0:0031981 nuclear lumen 19 521 99 25288 2.90E-12
G0:0009579 thylakoid 16 521 89 25288 3.60E-10
G0:0016020 membrane 131 521 3707 25288 4.20E-10
G0:0042651 | thylakoid membrane 10 521 25 25288 1.20E-09
G0:0044436 thylakoid part 12 521 49 25288 2.90E-09
GO:0005794 Golgi apparatus 14 521 77 25288 4E-09
G0:0042175 nuclear envelope- 11 521 40 25288 4.70E-09
endoplasmic reticulum
network
G0:0044432 | endoplasmic reticulum 11 521 45 25288 1.30E-08
art
G0:0031975 en\?elope 21 521 228 25288 4.20E-08
G0:0031967 organelle envelope 19 521 186 25288 4.10E-08
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G0:0005789 | endoplasmic reticulum 10 521 40 25288 5.10E-08
membrane
G0:0034357 photosynthetic 13 521 81 25288 5.40E-08
membrane
G0:0044425 membrane part 77 521 1975 25288 9.20E-08
G0:0005654 nucleoplasm 13 521 95 25288 2.90E-07
G0:0005615 extracellular space 5 521 5 25288 7.60E-07
GO0:0044454 | nuclear chromosome 5 521 5 25288 7.60E-07
part
G0:0043234 protein complex 55 521 1324 25288 1.30E-06
G0:0005811 lipid particle 5 521 7 25288 2.30E-06
G0:0019866 organelle inner 13 521 122 25288 3.70E-06
membrane
G0:0000228 | nuclear chromosome 5 521 9 25288 5.70E-06
GO0:0031224 | intrinsic to membrane 60 521 1591 25288 7.60E-06
G0:0044421 | extracellular region 7 521 30 25288 0.000008
part
GO:0005777 peroxisome 6 521 19 25288 8.40E-06
G0:0042579 microbody 6 521 19 25288 8.40E-06
G0:0044451 nucleoplasm part 11 521 95 25288 0.00001
G0:0016021 | integral to membrane 59 521 1574 25288 1.10E-05
G0:0005618 cell wall 12 521 128 25288 2.80E-05
G0:0030312 | external encapsulating 13 521 168 25288 8.50E-05
structure
G0:0031982 vesicle 8 521 64 25288 0.0001
G0:0031410 cytoplasmic vesicle 8 521 64 25288 0.0001
G0:0044429 mitochondrial part 13 521 174 25288 0.00012
G0:0016023 | cytoplasmic membrane- 7 521 50 25288 0.00014
bounded vesicle
GO0:0031988 | membrane-bounded 7 521 50 25288 0.00014
vesicle
G0:0009523 photosystem |1 6 521 37 25288 0.00021
G0:0032991 macromolecular 73 521 2352 25288 0.00036
complex
G0:0009521 photosystem 6 521 59 25288 0.002
G0:0015934 large ribosomal 5 521 41 25288 0.0023
subunit
G0:0031966 mitochondrial 9 521 136 25288 0.0028
membrane
GO0:0005743 mitochondrial inner 8 521 121 25288 0.0047
membrane
G0:0005740 mitochondrial 9 521 153 25288 0.0058
envelope
GO0:0008287 | protein serine/threonine 6 521 89 25288 0.013
phosphatase complex
GO0:0005667 | transcription factor 5 521 85 25288 0.036

complex
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M3. tablazat Az AgriGO v2.0 programmal készitett GO (gene ontology) analizis a K-HM
csoportok osszevetéseben, a tablazatban a molekuldris folyamatok szerinti csoportositasban
lathatoak a GO kategoriak, melyek génaktivitasbeli valtozast mutatnak. Tovabba a tablazat
tartalmazza a GO kategoriakhoz tartozo annotalt gének szamat, a vizsgadlat soran annotalt
gének szamat és az adatbdzisban megtalalhato annotalt gének szamat.

azonositod Molekularis folyamatok annotalt | Osszes | maximalisan | 0sszes p-érték
gének | annotalt | annotalhatd | elemszam
szama gének gének
Szama Szama
GO0:0005515 protein binding 135 521 3250 25288 | 2.00E-15
G0:0000287 magnesium ion binding 17 521 126 25288 | 5.20E-09
G0:0016564 | transcription repressor activity 8 521 16 25288 | 1.40E-08
G0:0003824 catalytic activity 295 521 11249 25288 | 2.50E-08
G0:0016740 transferase activity 120 521 3613 25288 | 9.20E-08
GO0:0004364 | glutathione transferase activity 7 521 19 25288 | 6.20E-07
G0:0005516 calmodulin binding 7 521 23 25288 | 1.80E-06
GO0:0016563 | transcription activator activity 6 521 17 25288 |0.000005
G0:0042803 protein homodimerization activity 5 521 10 25288 | 8.40E-06
G0:0042802 identical protein binding 9 521 61 25288 | 1.10E-05
G0:0008374 O-acyltransferase activity 6 521 20 25288 | 1.10E-05
G0:0030955 potassium ion binding 5 521 12 25288 | 1.70E-05
G0:0031420 alkali metal ion binding 5 521 12 25288 | 1.70E-05
G0:0016791 phosphatase activity 16 521 211 25288 | 1.70E-05
G0:0042578 phosphoric ester hydrolase activity 18 521 261 25288 | 1.70E-05
G0:0008168 methyltransferase activity 18 521 265 25288 | 2.10E-05
G0:0008415 acyltransferase activity 14 521 169 25288 | 2.30E-05
G0:0008134 | transcription factor binding 8 521 53 25288 | 0.00003
G0:0003723 RNA binding 28 521 560 25288 | 2.90E-05
G0:0004721 hosphoprotein phosphatase activity 11 521 109 25288 | 3.30E-05
GO:0008757 | SAM-dependent methyltransferase 9 521 74 25288 | 4.50E-05
activit
G0:0004722 yotein serine/threon>i/ne phosphatase 8 521 57 25288 | 4.80E-05
activity
G0:0051213 dioxygenase activity 5 521 25 25288 | 0.00031
G0:0016829 lyase activity 18 521 372 25288 | 0.0011
G0:0016853 isomerase activity 16 521 318 25288 | 0.0014
GO0:0030528 | transcription regulator activity 47 521 1432 25288 | 0.0015
GO0:0015144 prbohydrate transmembrane transporter 5 521 39 25288 0.0019
activit
G0:0016830 | carbon-carbon I;/ase activity 10 521 157 25288 | 0.0022
G0:0008171 | O-methyltransferase activity 5 521 44 25288 0.003
G0:0016854 |racemase and epimerase activity 5 521 48 25288 | 0.0043
GO0:0046527 | glucosyltransferase activity 6 521 70 25288 | 0.0044
G0:0016831 carboxy-lyase activity 7 521 105 25288 | 0.0077
G0:0016410 N-acyltransferase activity 5 521 58 25288 | 0.0088
G0:0016407 acetyltransferase activity 5 521 64 25288 0.013
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G0:0016787 hydrolase activity 100 521 3943 25288 0.016
G0:0003924 GTPase activity 9 521 195 25288 0.023
G0:0022892 |ibstrate-specific transporter activity 34 521 1166 25288 0.03
G0:0015267 channel activity 9 521 214 25288 0.038
G0:0043167 ion binding 108 521 4439 25288 0.036
G0:0022838 pubstrate-specific channel activity 9 521 214 25288 0.038
G0:0022803 | passive transmembrane transporter 9 521 214 25288 0.038
activit
G0:0043169 cation bin):jing 108 521 4439 25288 0.036
G0:0016835 carbon-oxygen lyase activity 5 521 88 25288 0.04
G0:0008047 enzyme activator activity 5 521 91 25288 0.045
M4. tablazat A microarray vizsgadlat sordn azonositott gének, melyek szerepet jatszanak a
klorofill-bioszintézisben és az azonositas soran hasznalt 60 nukleotidos szekvencidk. (K:
kontroll; M: MMS-kezelés; HK: 24 ords hidegkezelés;, HM: MMS-elkezelés, majd 24 oras
hidegstressz).
GEN Szekvencia génexpresszids hozam
K M HK HM
ref|NP_00113004 3262 | 4343 | 6306 | 12560
8.2| GCCCCATTCAGCTTTTGTTGTTTCTCATGTTC

porphobilinogen | TTTTAGCACTCTGGGTTAGAGAGAGCCG
deaminase [Zea
mays]

sp|081220.1|IDC | TTTTTTGGTGTCATGGCTTCAAGGGCTTAGTG | 111 110 449 752
UP_MAIZE CACACTAGCATTACTGGAAGCCAAGAGA
RecName:
Full=Uroporphyri
nogen
decarboxylase,
chloroplastic

ref[NP_00110556 | CTTGCCATGCTTCCAAATGCCATTACATCCAG | 313 342 847 1253
4.2| CTTGGGTAGTAAAGTCAAACTATCATGG
protoporphyrinog
en IX oxidase
(plastidic)1 [Zea
mays]

sp|B6SZW0.1|DC | CCACAACAAAAAACAGATATTCTATCGTCAG | 144 131 321 298
VR_MAIZE CAATCCTGCGTTCCCTGCCCGACGGAGGT
RecName:
Full=Divinyl
chlorophyllide a
8-vinyl-reductase,
chloroplastic
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ML. dbra A fenilpropanoid utvonal QRT-PCR technikaval mért génexpresszios valtozasai (K:
kontroll; M: MMS-kezelés; HK: 24 6ras hidegkezelés; HM: MMS-el6kezelés, majd 24 6ras
hidegstressz , a kontroll értéke=1). Az eltér6 betiik szignifikans kiilonbséget jelolnek 5%-0s

szignifikancia mellett.).

M5. tablazat A microarray vizsgadlat sordn azonositott gének, melyek szerepet jdtszanak a
fenilpropanoid metabolitok bioszintézisében és az azonositds soran haszndlt 60 nukleotidos
szekvenciak (K: kontroll; M: MMS-kezelés;, HK: 24 ords hidegkezelés;, HM: MMS-el6kezelés,

Majd 24 oras hidegstressz).

GEN Szekvencia génexpresszids hozam
K M HK HM

ref[NP_00115148 | AAACAAAAGTATAGCAGCACAAAACAGAGC | 143 162 314 384
2.1] phenylalanine | GTTTCAAGGTCGTTGTGAAGTGCTTTACGA
ammonia-lyase

[Zea mays]
ref|XP_00867854 | AGTTTCATTATCTATGCAACGTTTCTCGGATG | 84 126 285 337
0.1 TAATAATTGTCTTGTGTGGGCTGTACGC
PREDICTED:
probable 4-

coumarate--CoA
ligase 1 isoform
X2 [Zea mays]

sp|P24825.1|CHS | TTGAGCCACTGTGGTCTTAGGGTGTGAGCCG | 89 77 184 219
2_MAIZE CGACTTTTAACACGGCGGAATTGTGCTTT
RecName:

Full=Chalcone
synthase C2;
AltName:

Full=Naringenin-

chalcone synthase

C2

sp|Q08704.1|CFI | CGCCGTCAACATTGACATCGCTGATGCCGAT | 1296 | 1348 | 2886 | 5247
_MAIZE TTTTCTTTTAGCATGCGGTGACCTGACCT
RecName:
Full=Chalcone--
flavonone
isomerase;
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Short=Chalcone
isomerase

ref|[NP_00113027
5.1| flavanone 3-
hydroxylase 1
[Zea mays]

TGCAGGACTGGCGTGAGATCGTGACCTACTT
CTCGTACCCGGTGAAGGCCCGCGACTACT

15

36

124

597

sp|P51108.1|DFR
A MAIZE
RecName:
Full=Dihydroflav
onol-4-reductase;
Short=DFR;

TAGCTAGCTAGTACCCGCTCTTCTCGCAATTC
TCCCTTCGTTTTCGTTTCTTTTTTGTTT

157

161

490

610

sp|P41213.1|LDO
X_MAIZE
RecName:
Full=Leucoantho
cyanidin
dioxygenase;
Short=LDOX;

GTGAATGGTGACAAGGGAGTGGTTTACACCC
ACAAGGATCTTCCTTTGCAATGAGGCAAA

57

56

122

207

ref|XP_00867098
3.1
PREDICTED:
anthocyanidin 3-
O-
glucosyltransferas
e 2-like [Zea
mays]

CTGTGCCAAACAGGGGCCATAATGTATTTAG
AGGGCGTTTGGACTATTTACGCATGATTG

195

208

2312

2128

sp|P46420.2|GST
F4 MAIZE
RecName:
Full=Glutathione
S-transferase 4

GAAGGTGAAGACTGCCAGGGTCTTCTCTTCT
CTGGCCAACAGGAAGCAGATGAGCACCAC

195

208

231

2128
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1. Nyilatkozatok

1. A doktori értekezés szerzdjeként

a) hozzajarulok, hogy a doktori fokozat megszerzését kovetden a doktori értekezésem és a tézisek
nyilvanossagra keriiljenek az ELTE Digitalis Intézményi Tudastarban. Felhatalmazom a
Természettudomanyi kar Dékéani Hivatal Doktori, Habilitacios és Nemzetkdzi Ugyek
Csoportjanak tigyintéz6jét, hogy az értekezést és a téziseket feltoltse az ELTE Digitalis
Intézményi Tudéstarba, és ennek soran kitdltse a feltdltéshez sziikséges nyilatkozatokat.

b) kérem, hogy a mellékelt kérelemben részletezett szabadalmi, illetdleg oltalmi bejelentés
kozzétételéig a doktori értekezést ne bocsassak nyilvanossagra az Egyetemi Konyvtarban és az
ELTE Digitalis Intézményi Tudéstarban,;

¢) kérem, hogy a nemzetbiztonsagi okbdl mindsitett adatot tartalmazo doktori értekezést a
mindsités (datum)-ig tarto idétartama alatt ne bocsassak nyilvanossagra az Egyetemi Konyvtarban
¢s az ELTE Digitalis Intézményi Tudastarban;

d) kérem, hogy a mii kiadasara vonatkozé mellékelt kiado szerzodésre tekintettel a doktori
értekezést a konyv megjelenéséig ne bocsassak nyilvanossagra az Egyetemi Konyvtarban, és az
ELTE Digitalis Intézményi Tudastarban csak a konyv bibliografiai adatait tegyék kozz¢. Ha a
konyv a fokozatszerzést koveton egy évig nem jelenik meg, hozzéjarulok, hogy a doktori
értekezésem ¢és a tézisek nyilvanossagra keriiljenek az Egyetemi Konyvtarban és az ELTE
Digitalis Intézményi Tudéstarban.

2. A doktori értekezés szerzojeként kijelentem, hogy

a) az ELTE Digitélis Intézményi Tudastarba feltoltendd doktori értekezés €s a tézisek sajat
eredeti, 6nallo szellemi munkam és legjobb tudomasom szerint nem sértem vele senki szerz6i
jogait;

b) a doktori értekezés és a tézisek nyomtatott valtozatai és az elektronikus adathordozon
benyujtott tartalmak (szoveg ¢és abrak) mindenben megegyeznek.

3. A doktori értekezés szerzdjeként hozzajarulok a doktori értekezés és a tézisek szovegének
plagiumkeres6 adatbazisba helyezéséhez és plagiumellendrzd vizsgalatok lefuttatasahoz.
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