A pélyézat célja a fiist hatasara a csirazas folyamataban bekovetkezd folyamatok azonositasa
volt mezdgazdasagilag fontos modell és haszonndévényekben. Vizsgalatainkkal magyarazatot
kerestiink arra, hogy a novényi anyagok elégetése soran képz6dé aktiv fiistkomponensek
hatasara milyen gének és mechanizmusok indukaldédnak, térténnek-e és ha igen, milyen
iranyu valtozasok torténnek a csirdzasra hatassal levé novényi hormonok bioszintézisében,
metabolizmusaban és/vagy a fitokrom rendszerben.

A kisérleteket egymasra épitve végeztilk a modellnévénynek valasztott salataval (Lactuca
sativa L. cv. Grand Rapids) és egy, a martonvasari kukoricahibridek sziil6jéiil gyakran
valasztott kukoricatorzzsel (Zea mays L. cv. MV 5405). A vizsgalatokhoz a Themeda triandra
Forssk. (Poaceae) faj elégetése soran keletkez6 vizben elnyeletett flistot hasznaltuk.

Fiistviz hatasa a Grand rapids salata csirazasaban szerepet jatszo gének expresszidjara

A modellnovénnyel végzett kisérletek esetében a cél annak megallapitasa volt, hogy van-e
csirdzas indukalo hatasa a fiistvizben talalhato aktiv fiistkomponens(ek)nek. A vizsgéalatokhoz
1:1000 higitasu fiistvizzel kezeltiik a salata magokat, majd kontrollalt koriilmények kézott
sotétben csiraztattuk. Kontrollként vizzel kezelt, fényen, ill. s6tétben csiraztatott magvakat
hasznaltunk. A mintakat a kezelést koveto 3., 5., 7., 9., 12., és 24. 6raban gylijtottiik be.

A csirazasi kisérletek soran megallapitottuk, hogy az els6 12 6rdban a fény + viz kontroll
novények 75%-a kicsirazott, 12 6ra utan viszont a fiistviz kezelt magvak csirdzasi szazaléka
szignifikansan nagyobb volt a kontroll mintakhoz viszonyitva. Az eredmények alapjan
feltételezhetd volt, hogy az aktiv fiist hatdanyagok nem kozvetleniil a csirdzas kezdeti
szakaszaban, hanem sokkal inkdbb a csirazas késObbi fazisaiban fejtik ki f6 hatdsukat. Ennek
a hipotézisnek az alatamasztasara fluoreszcens differential display RT-PCR technikat
alkalmazva hasonlitottuk 0ssze a sotétben csiraztatott fiistviz kezelt €s sotétben, ill. fényben
csiraztatott kezeletlen salata magvak génexpresszids mintazatat. Az eltéréen expresszalodo
fragmenseket izolaltuk, majd szekvenaltuk. A fragmensk alapjan azonositott gének teljes
hosszsagu klonjait RLM-RACE modszerrel izolaltuk. Az eredmények validalasara Real time
PCR techikat hasznaltunk.

A sotétben csirdztatott, flistviz kezelt €s fényen csiraztatott kontroll mintédk expresszios
mintazata nem mutatott szekvenald gélen detektalhatod kiilonbséget, ugyanakkor a csirdzasi
kisérletekben kideriilt, hogy a csirazas id6zitésében szignifikans eltérés mutatkozik. Ez
alapjan feltételezhet6, hogy a fiisthatas valamilyen modon kdlcsonhat a fitokrom rendszerrel.
A sotétben csirdztatott kontroll magvakhoz képest viszont eltérd expresszids mintazatot
tapasztaltunk. 19 cDNS fragmentet szekvenaltunk, melyek koziil 8 semmiféle hasonlosagot
nem mutatott az adatbazisokban kozzétett szekvencidkkal, 10 szignifikans hasonldsagot
mutatott ismert génekkel, 1 fragment pedig egy ismeretlen funkcidji génnel. A teljes méretii
cDNS klonok izolalasat a 10 ismert funkcioval rendelkez6 génnel végeztiik el. A kapott
eredmények alapjan a sejtfal megnyulasaban (Expansin like és Exp5), az abszcizinsav
szignaltranszdukci6 szabalyozasaban (HVA22, SCD) a transzlacié szabalyozasban (EIF2
Gamma), a sejt osztodasi ciklusban (ABIL-3 like, MCM), szénhidrat metabolizmusban
(piruvat kinaz) és a viz homeosztazisban (LEA) szerepet jatszo géneket azonositottunk.

Az eredmények validalasa sordn 3 olyan gén esetében is expresszids eltérést tapasztaltunk,
amelyek az FDD technikaval nem mutattak detektalhato kiilonbséget. Ezek a gének (HVA22,
LEA ¢és SCD) szignifikansan nagyobb mennyiségben expresszalodtak a sotétben csiraztatott
fiistviz kezelt magvakban, mint a fényen csirdztatott kontroll mintdkban.



Az azonositott gének funkcidjuk alapjan két nagyobb csoportba sorolhatdak. Az egyik
csoportba az abszcizinsav fliggd gének tartoznak (HVA22, SCD és LEA), ezek mindegyike a
csirandvényt érd stressz hatasok (hdstressz, szarazsag, ) kivédésében jatszik fontos szerepet.
A gének masik csoportjaba pedig a sejtosztddasi ciklusban szerepet jatszo gének tartoznak
(ABIL-3 like, MCM, EXP, EIF2-Gamma, piruvat kinaz).

A kapott csiraztatasi kisérletek és génexpresszios mintazatok alapjan az aktiv fiistkomponens
kétféle hatasa kiilonithet6 el. Egyrészt a fényhez hasonloan felgyorsitja a csirazas folyamatait
a csirazas késoi fazisaban, masrészt pedig hormonjellegii hatast fejt ki. Az ABA kapcsolt
gének aktivalasan keresztiil fontos szerepet jatszik a csirandvények stressz tiiré képességének
kialakitasaban, ezaltal ¢letképesebb, erdsebb csirandvények alakulnak ki.

Az ebben a témakorben elvégzett kisérletek részletes leirasat, valamint a kapott eredmények
bemutatasat és részletes targyaldsat az alabbi publikacidban ismertettiik:

Smoke-water-induced changes of expression pattern in Grand Rapids lettuce achenes
Sods Vilmos, Juhasz Angela, Light Marnie E., Van Staden Johannes, Baldzs Ervin
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Fiistviz hatasa a kukorica csirazasaban szerepet jatszo gének expresszidjara

A modell novénnyel elvégzett kisérletek eredményei alapjan feltételezhetd volt, hogy a
fiistben talalhat6 aktiv hatdanyagok haszonndvények esetében is elsddlegesen a csirdzas késoi
szakaszaban fejtik ki hatasukat, illetve a csirandvények ¢életképességére és vigorara
gyakorolnak pozitiv hatast. Ennek igazoladsara Mv5405 kukorica genotipust flistvizzel kezelve
csirazasi kisérletet ill. vigor tesztet végeztiink, valamint génexpresszio térképezést végeztiink
microarray technikaval.

A csirazasi idoskala felvételéhez kontrollalt koriilmények kozott csiraztattunk kiillonb6zd
kezelt kukorica magvakat. Az adatokat (tobbek kozt csirazasi %-t, vizfelvételt, mag szaraz
tomeget) 9 napon at 12 oranként rogzitettiik. A kapott eredmények alapjan a fiistvizes kezelés
csirazasserkentd hatast eredményezett. A kiilonb6z6 koncentraciok koziil az 1:500 higitast
flistviz hatasa volt szignifikansan a legnagyobb a kontroll vizes kezeléshez képest. A fiistvizes
kezelés hasonlo profilt mutatott az abszcizinsav kezelt magokéhoz, ugyanakkor a fiistviz és az
abszcizinsav egyiites jelenléte gatldlag hatott a csirazasra. A csirdzasi képességre gyakorolt
hatéssal ellentétben nem tapasztaltunk szignifikans valtozast a filistkezelt magvak vizfelvevd
képességében.

A vigorteszthez 1:500 és 1:1000 higitast flistvizet hasznaltunk. A 48 6ras kezelést kvetden a
magvak egyik felét 48 orads hidegkezelésnek tettiik ki, majd kontrollalt kdriilmények kdzott
csiraztattuk 7 napon at. Masik résziiket hidegkezelés nélkiil csirdztattuk. A fiistkezelésnek
szignifikansan pozitiv hatasa volt a gyokér- és hajtashosszra, a gyokér mennyiségére €s a
szérazanyagtomegre.

Az expresszio analizishez 1:500 higitasu fiistvizet hasznaltunk, a mintavételt azonos allapota
magvakbol a kezelést kovetd 24. és 48. draban végeztiik. A kisérleteket a microarray adatok
kiértékeléséhez sziikséges megfeleld szamu biologiai és technikai ismétléssel végeztiik. A
normalizalt adatokat figyelembe véve azonositottuk a szignifikdnsan alul és feliilreprezentalt



géneket, Real time RT-PCR-rel validaltuk, majd tovabbi elemzésnek vetettiik ala. Gén
ontologiai adatbazisok segitségével meghataroztuk a gének funkcigjat.

24 oranal 0sszesen 1842 gén profiljaban tapasztaltunk szignifikans eltérést, ezek koziil 721 a
kontrollhoz viszonyitva nagyobb mennyiségben expresszalodott, 1121 gén pedig a
kontrollhoz képest alulexpresszalt. A 48 oras kisérletnél 887 feliilexpresszalt gént és 765
alulexpresszalt gént azonositottunk. A két vizsgalatsor kozott viszonylag kevés volt az
atfedés.

A bioldgiai funkcidk elemzése soran a legtobb kiilonbséget a transzlacioval, a magvak
nyugalmi allapotaval, a sejtnovekedéssel és csirazassal kapcsolatos gének kozott talaltunk. A
fiist kezelt embriokbol izolalt gének egy jelentds csoportja abszcizinsav medialt, illetve
stressz valaszokhoz kapcsolt gének koz¢é tartozik.

Mind a 24 6ras, mind a 48 6ras kisérletnél az abiotikus stressz hatasokban (hideg, vizhiany,
sO, 0zmozis) szerepet jatszo gének a fiistkezelt mintdkban jelentdsen tilexpresszaltak. A 48
oOras vizsgalatoknal ezek a gének kiegésziilnek tovabbi, abiotikus (fénystressz, 6zon, hypoxia)
¢s biotikus (bakterialis hatasok, rovarok) sressz valaszokban szerepet jatszo génekkel.
Ugyanakkor a gombakra ¢és sériilések okozta stresszhatasokra reagald gének a kontrollhoz
képest kisebb mennyiségben termelddtek.

Ugyancsak jelentdsek a hormonalis valtozasokkal kapcsolatos génekben észlelt expresszios
kiilonbségek. Mind a 24 6réas, mind a 48 orés kisérleteknél jelentds tultermelés figyelhetd meg
a fustkezelt magvakban az abszcizin-kapcsolt stressz valaszokra reagald fehérjék
mennyiségében. Tovabbi pozitiv hatasok figyelhetok meg 48 ora utan az egyéb hormonfiiggd
gének (auxin, etilén, szalicilsav) termelddésében is.

Az expresszios vizsgalatokat az azonositott gének promotereinek elemzésével egészitettiik ki.
A promoteranalizis sordn a kapott cDNS szekvencidkat dsszevetettiik az ismert kukorica
adatbazisok szekvencidival és azonositottuk az egyezd gének promotereit. Meghataroztuk a
24 oranal és 48 oranal alul- ill. tilexpresszalt promoterek gyakorisagat és ezt 6sszevetettiik a
kukoricagenom adatbazisban talalt promoter gyakorisagokkkal. A kapott eredmények nagy
hasonldsagot mutatnak a gén ontologiai vizsgalatoknal kapott eredményekkel. A leggyakoribb
promoter motivumok és kotohelyek a szervfejlddéshez, a merisztéma fejlédéshez, biotikus és
abiotikus stressz motivumokhoz, valamint ABA-k6tott motivumokhoz kapcsoltak.

A kukoricaval végzett kisérletek a salatanal kapott eredményekhez hasonloan alatamasztjak a
fiist kettés hatasarol szolo hipotézist. Egyrészt a magvak korabbi csirazasahoz vezet, nagyobb
csirdzasi képességet eredményez, am az ezt motivald folyamatok részletes feltdrasara tovabbi
vizsgalatokra van sziikség. Mésrészt a flistkezelésre reagalo tultermeld gének egy jelentds
része stressz valaszokhoz illetve ABA-fliggd stresszszerti valaszokhoz kapcsolt, melyek a
csirazas intenziv fazisaban jelentdsek. Ez azt jelzi, hogy az aktiv fiist komponensek hasonld
hatast valtanak ki a ndvényekben, mint amit azok egyes abiotikus és biotikus stresszhatasokra
adnak. Az abszcizinsav fiiggd gének megnovekedett aktivitasa a csirandvények stressztiird
képességének javulasdhoz, igy €leterdsebb ndvények kialakulasdhoz vezet.

A fiist kukoricara gyakorolt hatasat vizsgalo kisérletek részletes leirdsat, valamint a kapott
eredmények bemutatasat és megvitatasat az alabbi publikacié tartalmazza:

Stress-related genes define essential steps in the response of maize seedlings to smoke-
water
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