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1. ROVIDITESJEGYZEK

Aaa a-aminoadipic acid (a-amino-adipinsav)

ABA abscisic acid (abszcizinsav)

APSR adenozin-5’-foszfoszulfat reduktaz

AsA ascorbic acid (aszkorbinsav)

CAB Ca-binding protein (kalcium-k&to fehérje)

CBF14 C-repeat binding transcription factorl4 (C-ismétlodés kot transzkripcios
faktor 14)

Ch Triticum ae. ssp. aestivum cv. Cheyenne

COR14b Cold-Regulated 14B (hideg indukalhato gén)

CyS cisztein
CySS cisztin
Cysta cisztation

Cys-Gly ciszteinil-glicin
CySS-Gly  cisztinil-glicin

DHA dehidro-aszkorbinsav
DTT ditiotreitol
Ecysicyss cisztein/cisztin redukcios potencialja

Enmeshmmasse  hidroximetil-glutation/hidroximetil-glutation diszulfid redukcids potencialja
Ecshicsse glutation/glutation-diszulfid redukcids potencialja

FKF1 FLAVIN-BINDING KELCH-REPEAT-BOX1 (Flavin-koété Kelch-
ismétlodés-Box1) fehérje

hmGSH hidroximetil-glutation

hmGSSG hidroximetil-glutation-diszulfid
¥-EC ¥-glutamil-cisztein

¥-ESSE ¥-glutamil-cisztin

GSH glutation
GSSG glutation-diszulfid
NCED1 9-cisz-epoxikarotenoid dioxigenaz 1



NF-YB
NPAAs
OAT
OXS2
PDH
P5CR
P5CDH
P5CS1
P5CS2
PEG
ROS
SAPX1
Tsp
VRN1
ZCCT

Nuclear factor YB (Sejtmagi faktor YB)
Non-Protein Amino Acids (fehérjét nem kodolé aminosavak)
ornitin-aminotranszferaz

OXIDATIV STRESSZ 2 fehérje

prolin dehidrogenaz

A-1-pirrolin-5-karboxilat reduktaz
A-1-pirrolin-5-karboxilat dehidrogenaz
A-1-pirrolin-5-karboxilat szintaz 1
A-1-pirrolin-5-karboxilat szintaz 2

polietilén glikol

Reactive Oxygen Species (reaktiv oxigénszarmazék)
sztroma aszkorbat-peroxidaz 1

Triticum aestivum ssp. spelta

vernalizacios gén 1

ZINC-FINGER/CONSTANS (Cink-ujj/Konstans), CONSTANS-LIKE,
TOC1 domén viragzas gatlo fehérje



2. ABSZTRAKT

Kisérleteink célja a stresszvalasz és fejlodés redox szabalyozasanak vizsgalata volt
buzaban ¢és ludfitben. Az egyik kisérleti rendszerben a redox és az ozmotikus kezelések
fagytlirésre és a viragprimordium kezdeti fejlédésére gyakorolt hatdsat hasonlitottuk 6ssze
6szi (Triticum aestivum ssp. aestivum L. cv. Cheyenne, Ch) és tavaszi (Triticum aestivum
L. ssp. spelta; Tsp) buzaban. A fagytiird Ch esetében a vizsgalt tiolok oxidalt formainak
mennyisége €s redukcids potencialja megndvekedett a 3 napig tartd vegyszeres kezelést
kovetden 20/17°C-on, mig Tsp-nél ezt csak a kombinalt (vegyszer+hideg) kezelés utan
tapasztaltuk. Az alkalmazott kezelések hatasara a Ch hajtasok és gyokerek friss tomege
nem valtozott, mig a fagytiirésiik novekedett 4 nap hidegkezelést kovetden (5°C). Ezzel
szemben a Tsp hajtasok friss tomege ndvekedett, mig fagytiirése nem valtozott. A
kiilonb6z6 redox és ozmotikus kezelések a viragzasgatlo ZCCT2 gén kifejezddését eltéréen
befolyasoltdk az 08szi (Ch) és a tavaszi (Tsp) genotipusban. Eredményeink alapjan
feltételezziik, hogy a magasabb ZCCT2 expresszid Ch-ben a hideg indukalhatdé gének
(COR14b, CBF14, sAPX1) aktivalasaval, mig az alacsonyabb kifejez6dése Tsp-ben a
viragprimordium kezdeti fejlédését szabalyozé gének (VRN1, ZCCT2, FKF1)

indukciogjaval fligg 0ssze.

A masik kisérleti rendszerben pedig a stresszvalaszban és az anyagcserében fontos
szerepet jatszo szabad aminosavak mennyiségének redox szabalyozasat tanulmanyoztuk
vad tipust (Columbia, Col-0), glutation- (pad2-1) és aszkorbinsav-hianyos (vic2-1) ladfi
mutansokban (Arabidopsis thaliana L.). Az 0Osszes szabad aminosav mennyiségét
jelentdsen megnovelte az ASA-, a GSH- és a H,O,-kezelés mindharom genotipusban. Ezek
kozil kiemelkedé hatasa volt a GSH kezelésnek a pad2-1 mutansban a kezeletlen
vadtipushoz képest, mely az aminosav anyagcsere enzimeit érintd tiol/diszulfid
konverzioval vagy a (de)glutationalassal magyarazhatd. Az aminosav koncentracio jelentds
novekedése foleg a fehérjét nem kodold aminosavak kozé tartozd a-amino-adipinsav
novelte a szabad prolin mennyiségét, amit a szintézisében illetve lebontasaban szerepet

jatszo fontos gének kifejezddésének valtozasa eredményezett.



3. ABSTRACT

Redox regulation of stress response and development in wheat and Arabidopsis

In our study, redox regulation of stress response and development was investigated in
wheat and Arabidopsis. The effect of redox and osmotic treatments on freezing tolerance
and on initial development of flower primordia was compared in winter (Ch) and spring
(Tsp) wheat. The treatments induced different adaptation strategies in the two genotypes:
growth of the freezing tolerant Ch slowed down and its freezing tolerance increased while
growth and initial development of the flower primordia sped up in the freezing sensitive
Tsp. In another experiment, redox regulation of free amino acid accumulation was studied
in wild type plants, glutathione- (pad2-1) and ascorbate-deficient (vtc2-1) mutants. AsA,
GSH and H,0, treatments have major/considerable effect on the investigated 28 amino
acids in all genotypes. Based on our results, a GSH-mediated redox regulation of free

amino acid levels can be supposed in Arabidopsis.



4. AUSZUG

Die Entwicklung und die Stress-Reaktion von der Redox Regulierung in Weizen und
in Arabidopsis

Die Entwicklung und die Stress-Reaktion von der Redox Regulierung wurden in Weizen
und in Arabidopsis untersucht. Die Wirkung der Behandlungen auf die Frosttoleranz und
die frithe Ausbildung der Blumenanlage wurden in Winter- und Sommerweizen
verglichen. Das Wachstum von der frosttoleranten Ch hat sich verlangsamt und die
Frosttoleranz ist gewachsen. Das Wachstum und die frilhe Ausbildung von der
Blumenanlage der frostempfindlichen Tsp haben sich aber beschleunigt. In dem anderen
Experiment wurden die Redox-Regulierung der Menge der freien Aminosduren im
Wildtypus von Arabidopsis, im glutation- und askorbinsdure-defitienten Arabidopsis
Mutanten studiert. Die AsA-, GSH- und H,0,. Behandlungen haben grosse Wirkung auf
die untersuchten 28 Aminosduren in allen Genotypen ausgeiibt. Auf Grund unserer
Ergebnissen kann die GSH vermittelte Redox-Reguliering von freien Aminosduren in

Arabidopsis vorausgesetzt werden.



5. BEVEZETES ES CELKITUZESEK

A termesztett novények nélkiilozhetetlenek az emberiség szamara az €lelmezésben és az
iparban betoltott szerepilk miatt. Az éghajlatvaltozas kovetkeztében egyre inkdbb ki
vannak téve a kiilonb6z6 stresszhatdsoknak, kiilonosen a szélséséges hdmérsékletnek és
vizellatasnak, melyek a kozép-europai térségben is eldfordulnak. Az abiotikus
stresszhatasok kiilonféle fiziologiai, morfologiai, biokémiai és molekuléris valtozasokat
idéznek eld a ndvényekben, amelyek kedvezdtleniil hatnak a ndvekedésre és a fejlodésre.
Ennek kovetkeztében csokken a termés. Ez a veszteség a gabonafélék esetében, melyek a
legf6bb élelmiszer-, takarmany- és nyersanyagforrasok viladgszerte, tobb milli6 kilogramm
évente. Igy vilagszerte kiemelkedd szerepet kap a killonféle kornyezeti stresszek
novényekre gyakorolt hatdsanak teljes korti megismerése a jovo élelmiszerbiztonsaganak

megteremtése szempontjabol.

A buza, mely a mérsékelt égov fo gabonaféléje, tobb ezer éve az emberiség egyik
legfontosabb élelmiszerforrasa. Géncentruma a Fekete-tenger medencéje és E16-Azsia, de
nagyfoku adaptacios képessége miatt a vilagon igen széles korben elterjedt. Hazdnkban a
kukorica mellett a legjelentésebb gabonaféle, amely nagyjabol 1,1 millié ha-t foglal el
termoteriileteinkbol minden évben. A termoteriiletek donto részén 0szi buzat termesztenek,
mivel 15-25%-kal nagyobb hozamot képesek elérni a tavaszi biizahoz képest. Az 6szi buiza
esetében kiemelkedden fontos a megfeleld szintli fagytlirés és a vegetativ/generativ
atmenet iddzitése, hiszen az d4tmenet utdn a fagytlirés szintje csokken és a
viragkezdemeények kiilonosen érzékenyek. Az alacsony hdmérsékleti stressz tuléléséhez és
a megfeleld mértékli fagytiirés eléréséhez a buzanak sziiksége van egy hosszabb alacsony
hémérsékletli fazisra, a hidegedzés iddszakara, melyet Osszel a homérséklet fokozatos

csokkenése biztosit.

Az alacsonyabbd valo homérséklet kovetkeztében valtozhat a ndvények belsé redox
kornyezete. A kismértékii, kontrollalt valtozas a redox jelatviteli utakon hozzajarulhat az
anyagcsere, novekedés és fejlodés 0j kornyezeti feltételekhez torténd alkalmazkodast
biztositd modositdsdhoz. A gyors, nagymértékii hdmérsékletcsokkenés azonban a redox
homeosztazis  felborulasdhoz és a  reaktiv ~ oxigénformak  mennyiségének
megnodvekedéséhez vezethet. Ezek karositjdk a membranokat és a makromolekuldkat. A

reaktiv  oxigénformaknak a ko6zOmbositését az antioxiddns hatasi  vegyiiletek



(aszkorbinsav, glutation) és enzimek (kataldz, glutation-reduktaz, aszkorbat-peroxidaz)

végzik.

A buzaval végzett kisérleteink mellett a modellndvényként ismert kozonséges ladfii
(Arabidopsis thaliana L.) jo lehet6séget nytjtott az oxidativ stressz és a redox szabalyozas
tanulméanyozasara. A kaposztafélék csaladjaba tartozé lGdfii Eurdpaban, Azsiaban és
Afrikaban 6shonos aprd viragos novény. Rovid generacios ideje és kicsi genomja miatt,
eldszeretettel hasznaljadk ndvénybiologiai és genetikai kutatdsokban. Ebbdl kovetkezett,
hogy 2000-ben a novények koziil elsdként szekvenaltak meg a teljes genomjat. Habar
mezdgazdasagi szereppel nem rendelkezik, de a ludfiivel végzett kutatdsok rengeteg
informéciot szolgaltatnak a mezdgazdasdgi novényekkel végzett vizsgalatokhoz.
Kisérleteinkben a ludfiivet hasznaltunk modellnovényként, hogy a redox szabalyozas

stresszvalaszban, fejlédésben és aminosav anyagcserében betoltott szerepét vizsgaljuk.

Az értekezés fo célkitiizései:

1. A fagytiirés és a viragkezdemény-fejlédés redox szabalyozasdnak dsszehasonlitasa

egy 0szi (Ch) és egy tavaszi (Tsp) buza genotipusban.

2. A hidegedz6dést és a viragzast befolydsold gének redox érzékenységének

Osszevetése a két genotipusban.
3. A szabad aminosav szintek feltételezett redox szabalyozasanak igazolasa ludfiiben.

4. A prolin bioszintézisben és lebontasban résztvevd gének redox szabélyozasanak

kimutatasa ludfiiben.
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6. IRODALMI ATTEKINTES

6.1. A redox homeosztazis fenntartdsa novényekben

6.1.1. Reaktiv oxigénformak

A novények az allatokhoz hasonléan aerob szervezetek és oxigénre van sziikségiik a
mitokondrialis energiatermeléshez. Mindemellett a fotoszintézis soran oxigén képzddik,
igy a ndvényi sejteknek nagyobb oxigénkoncentracioval kell megbirkdzniuk, mint az allati
sejteknek. A ndvények fotoszintetizald szoveteiben az oxigén koncentraciéo 260-280 uM,
mig egy allati sejtben ez csupan 20-30 uM (Vanderkooi és mtsai. 1991). A molekularis
oxigén konnyen atalakulhat kiilonféle toxikus, igen reaktiv oxigénformakka (Reactive
Oxygen Species, ROS), mint példaul szuperoxid-anion, szinglet oxigén, hidrogén-peroxid
¢és hidroxil-gyok. Az egyik jelentés ROS forras a sejtekben a mitokondrium, melyekben az
elektronszallitasi lanc bizonyos pontjaiban ROS-ok képzddhetnek. A novényekben 1évo
mitokondriumok altal termelt ROS-0k mennyisége joval alacsonyabb, mint a masik
utvonalon, a fotoszintézis soran keletkezé reaktiv oxigénformak mennyisége (Foyer &
Noctor 2009; Foyer & Noctor 2016). Ezeken a ROS-t termelé utvonalakon kiviil, a
peroxiszomakban is képzddik hidrogén-peroxid a zsirsavak P-oxid4cidja soran és a
sejtfalban a NADPH-oxidaz tevékenysége révén keletkez6 szuperoxid-gyokbol. A
folyamatosan termel6dd ROS-ok nagyon rovid életiiek és agresszivek parositatlan
elektronjuknak koszonhetden. Elektronszerzés céljabol reakcioba 1épnek kiilonféle
molekulakkal, mikozben a célmolekulak szerkezetében és funkcidjaban valtozasokat
idéznek el6. A ROS-ok indukalhatjak a nukleinsavak oxidaciojat és depolimerizaciojat, a
peptid kotések hidrolizisét, karbonil- és szulfhidril-csoportok oxidacidjat a fehérjékben,
csak ugy mint a membran lipidek és poliszacharidok oxidaciojat (Halliwell 2006). A ROS-
ok tobbféle folyamaton keresztiill modosithatjak a fehérjéket alkot6 aminosavakat, mely
kovetkeztében a fehérjék konformacigja és aktivitisa megvaltozhat. A fehérjék oxidacios
atalakulasa lehet reverzibilis vagy irreverzibilis folyamat. A leggyakrabban mddositott
aminosavak a fehérjékben, a kéntartalmu cisztein és metionin. A cisztein szulfhidril
csoportja tobbféle atalakuldson mehet keresztiil. Diszulfid hidakat alakithatnak ki az SH
csoportok egymassal és mas molekulakkal torténd reakcidoban. Ezek koziil kiemelkedd a

reverzibilis S-glutationilacio, amikor glutationnal kapcsolodik. Ugyancsak reverzibilis
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folyamat a NO ¢és a fehérjék SH csoportja kozotti reakcid, az S-nitrozilacid. Ezen kiviil
lehetséges a tiolcsoportok irreverzibilis oxidacidja szulfon- és szulfinsavvd. A masik
kéntartalmi aminosav, a metionin oxidacidja soran metionin szulfoxid keletkezik, amelyet
a metionin szulfoxid reduktaz képes visszaalakitani metioninna (Boguszewska-

Mankowska és mtsai. 2015).

A ROS-ok sejtalkotokra gyakorolt kedvezodtlen tulajdonsaga mellett egyre tobb
bizonyiték van az anyagcserében jelatvivé molekulaként betdltott pozitiv szerepiikre (Dietz
¢és mtsai. 2016; Gilroy és mtsai. 2014). Képesek aktivalni a védelmi Utvonalakat ¢és
szabalyozni a kiilonb6zd6 fejlodési fazisokat a ndvények életében (Desikan €és mtsai. 2005;
Mittler és mtsai. 2004). Emellett kulcsszerepiik van a programozott sejthalal
indukalasaban, amely egy genetikailag szabalyozott folyamat a prokariota és eukaridta

szervezetekben egyarant (De Pinto és mtsai. 2012).

6.1.2. A novényi antioxidans rendszer

Kis molekulatdmegii antioxidansok

A ROS-ok mennyiségét és eléfordulasat a novények antioxidans rendszere szabalyozza,
mely egy dinamikus belsé egyensulyt, az un. redox homeosztdzist tart fenn a névényi
sejtekben. A reaktiv oxigénformak kozombositése torténhet enzimatikus uton, illetve kis
molekulatomegii, nem-enzimatikus antioxidansok révén. Az antioxidansok koziil a gyakran
a redox szabalyozas ,sziveként” emlegetett glutationnak és az aszkorbatnak (AsA)

kiemelked6 szerepe van (Foyer & Noctor 2011; Jing és mtsai. 2016).

A glutation egy multifunkcionalis metabolit, amely szamos molekulaval képes
interakcidba 1épni tiol/diszulfid 4talakulas és (de)glutationdlds révén. Ezen tulajdonsdganak
koszonhetden részt vesz anyagcsere, jelatviteli és detoxifikald folyamatokban, illetve a
transzkripcidé és a fehérjék aktivitdsanak szabdlyozasdban (Noctor €és mtsai. 2012). A
tiol/diszulfid atalakulason alapul6 interakciokban a redukalt glutation (GSH) oxidalodik és
glutation-diszulfid (GSSG) képzddik, melyet a NADPH-fiiggé glutation reduktaz (GR)
alakit vissza redukalt forméva. A GSH ¢és a GSSG mennyiségének ¢és ardnyanak valtozasa
befolyasolja a sejt redukaloképességét és a redox potencialt. A GSH/GSSG redoxpar redox

potencidljdnak valtozasa jelzi az életképesség modosulasat, ezért gyakran alkalmazzak
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stresszmarkerként (Schafer & Buettner 2001). A glutation elektrondonorként szolgal a S-
asszimilacidoban résztvevd adenozin-foszfoszulfat reduktaz (APSR) szadmara. A
glutaredoxinok, melyek a redox jelatvitelben fontos szerepet toltenek be, szubsztratként
hasznaljék a glutationt (Rouhier és mtsai. 2008). Létfontossagu szerepét bizonyitja, hogy a
nagymértékii glutationhiany embrié elhaldst okoz ludfiiben (Cairns és mtsai. 2006).
Mindemellett a glutation esszencialis a sejtosztédas soran. Megfigyelték, hogy az alacsony
glutation szint kovetkeztében a sejtciklus a G fazisban megallt ludfti mutansok
gyokerében (Vernoux és mtsai. 2000). Diaz-Vivancos és munkatarsai (2010) ludfi
sejtekkel végzett kutatdsaik soran bebizonyitottdk, hogy a sejtosztédas korai fazisaban (G
fazis) a citoplazmaban 1évé glutation nagy része a nukleuszba szallitodik. Feltételezhetd,
hogy az 0szt6do sejtek sejtmagjaban 1évd glutationnak fontos szerepe van az osztddé DNS
védelmében, a sejtmagban 1évé fehérjék aktivitasanak szabalyozasaban tiol-diszuldid
konverzio vagy glutationalas révén (Garcia-Giménez és mtsai. 2013). A glutation egy
tripeptid, melynek szintézise két ATP-fiiggd 1épésben valosul meg cisztein (Cys), glicin és

glutamat felhasznalasaval (Rennenberg 1980). A szintézisben résztvevé enzimek koziil az

els6 lépést katalizalo y-glutamil-cisztein (y-EC) szintetazt a GSH1, a masodik 1épést

katalizal6 glutation szintetazt pedig a GSH2 gén kodolja (May & Leaver 1994; Ullmann és
mtsai. 1996). Hicks és mtsai (2007) bebizonyitottak, hogy a glutation bioszintézis elsé
lépésében résztvevd glutamat-cisztein-ligaz redoxérzékeny. Egyes novényfajokban talaltak
glutation homoldgokat is, melyekben glicin helyett mas aminosav talalhat6. Ilyen homolog
a gabonafélékben eléforduld hidroximetil-glutation (hmGSH), amelyben szerin van a

glicin helyett.

A novények antioxidans rendszerének masik fontos tagja az AsA, amely a masik
két jelentds redox molekulaval, a glutationnal és a NADPH-val egyiitt egy ciklusban, az
aszkorbat-glutation (AsA-GSH ciklus) Gtvonalon végzi a H,O, k6zombdsitését (1. abra)
(Noctor & Foyer 1998). A ciklus soran a H,0,-0t vizzé redukalja az aszkorbat-peroxidaz
(APX) aszkorbatot hasznalva elektrondonorként. A keletkez6 monodehidroaszkorbat
(MDHA) gyors atalakulason megy keresztiil, és aszkorbat valamint dehidroaszkorbat
(DHA) keletkezik. A DHA regenerdldsa aszkorbatta a glutation segitségével torténik,
mikdzben glutation-diszulfid keletkezik. A GSSG redukalasat a GR végzi NADPH-t
hasznalva elektron-donorként. A ciklus elemei egyarant megtalalhatok a citoszolban, a

mitokondriumban, a peroxiszémakban és a kloroplasztiszban, igy az AsA-GSH ciklus
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kulcsfontossagl szerepet tolt be a H,O, kozombositésében (Jimenez és mtsai. 1998; Mittler
& Zilinskas 1994).

GSSG NADPH

H,O,
ik \/ NAD(P)*

APX DHAR GR |

H,0 A GSH T

MDHA /" NAD(P)H

DHA

1. abra. Az aszkorbat-glutation ciklus. ASC: aszkorbat, GSH: redukalt glutation, GSSG: oxidalt glutation,
APX: aszkorbat-peroxiddiz, MDHA: monodehidroaszkorbat, MDHAR: monodehidroaszkorbat reduktaz,
DHAR: dehidroaszkorbat reduktaz, DHA: dehidroaszkorbat, GR: glutation reduktaz (Locato és mtsai. 2013.).

Az AsA antioxidans szerepén kiviil olyan esszencidlis enzimek kofaktora, melyek az
abszcizinsav (Qin & Zeevaart 1999), a gibberelin (Arrigoni & De Tullio 2000) és az
antocianok (Britsch €és mtsai. 1993) szintézisében vesznek részt. Hatdssal van a sejtek
novekedésére és a sejciklusra is. Megfigyelték, hogy a sejtosztddas szempontjabol inaktiv
nyugalmi kozpont sejtjeiben nagyon kevés aszkorbinsav talalhatd, ami a magasabb
aszkorbat-oxidaz aktivitissal magyarazhato (Kerk & Feldman 1995). A kiils6leg
hozzéadott aszkorbinsav hatasara a sejtciklus a G1 fazisbol az S fazisba lép, mig
dehidroaszkorbinsav hatasara a sejtciklus megall a G1 fazisban (Liso és mtsai. 1988).
Transzgénikus dohanyban kimutattdk, hogy az aszkorbinsav szintjének csokkenése
lassitotta a sejtosztodast (Kato & Esaka 1999). A novény fejlédésében és novekedésében
szerepet jatszd6 aszkorbinsav a viragzast is befolydsolja. Aszkorbat-hianyos luadft

mutansoknal korai viragzast figyeltek meg (Kotchoni és mtsai. 2009).
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Antioxidans enzimek

A ROS szintjének szabalyozasaban a kis molekulatomegii antioxidansokon kiviil szamos
enzim is részt vesz. Az antioxidans enzimek koziil a legfontosabbak a szuperoxid-
diszmutaz (SOD), a katalaz (CAT) és a peroxidazok (Gill and Tuteja 2010), valamint az
AsSA-GSH ciklus korabban emlitett enzimei. A szuperoxid-diszmutaz a szuperoxid
kozombositését végzi, mikozben H,0; és oxigén keletkezik. A CAT a H,0;-ot bontja vizre
¢s oxigénre. A peroxidazok a HyOj-ot redukaljak vizzé kiilonféle elektron donorok
hasznalataval. A glutation peroxidazok jellemzdéen minden é¢él6lényben el6fordulnak és
elektron donorként glutationt hasznalnak, mig a fotoszintetizald szervezetekben az egyik
jelentdsebb peroxidaz az APX (Margis és mtsai. 2008). Mindezeken tal a redox
homeosztazis fenntartasaban és a ROS-0k k6zombositésében mas fehérjék is részt vesznek,
mint példaul a peroxiredoxinok, a glutaredoxinok és a tioredoxinok (Kalinina és mtsai.
2008; Dietz és mtsai. 2006).

A glutaredoxinok elsésorban fehérjék diszulfid kotéseit redukaljak mikozben 2
GSH molekulabol egy GSSG keletkezik. Ezen kiviil néhany glutaredoxin képes katalizalni
a fehérjék S-(de)glutationilaciojat. A széarazfoldi novényekben igen nagyszamu
glutaredoxin talalhat6, melyeket harom osztalyba sorolnak be, attol fiiggéen, hogy milyen
aminosav motivumok talalhatok az aktiv részén (Rouhier 2010). A peroxiredoxinok
kozponti elemei az antioxidans rendszernek, hiszen képesek kozombositeni a hidrogén-
peroxidot, a peroxinitritet és az alkil-peroxidot novényekben. A redukcios 1épést kovetden
thioredoxinokat,  glutaredoxinokat,  glutationt ¢és  aszkorbinsavat  haszndlnak
elektrondonorként a regeneralodasukhoz (Dietz 2011). Egy masik fontos antioxidans
enzimcsoport a tioredoxinok, melyek tiol-diszulfid atalakulasokon keresztiil vesznek részt
a sejtek redox homeosztazisanak fenntartdsaban. Novényekben a tioredoxin rendszer
komplexitasat jelzi, hogy ludfiiben 20 izoforméjat azonositottak (Meyer és mtsai. 2002).
Mindezental a ,klasszikus” tioredoxinokon kiviil szamos fehérjében talaltak

tioredoxinokra jellemz6 doméneket.
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Redox homeosztazis és jelatvitel
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2. abra. A redox homeosztazis és jelatvitel. A nem-enzimatikus komponensek redox potencialja az dbra jobb
oldalan lathat6. Optimalis koriilmények kozott a glutation és aszkorbat redukalt formainak aranya igen
magas, amelyek képesek pufferelni az oxidazok és az elektron transzportban részt vev komponensek altal
termelt  ROS-ok mennyiségét. TRX: tioredoxin, GRX: Glutaredoxin. (Foyer és mtsai. 2005. nyoméan

Ujrarajzolva).

A redox homeosztazis fenntartisa novényekben a ROS-ok és antioxidansok
folyamatos interakciojan alapszik, amelyben a folyamatosan képz6dé reaktiv
szabadgyokok, kis molekulatomegii redox pufferek és enzimek is részt vesznek (2. abra).
A ROS-antioxidans rendszer a redoxallapot szabalyozasa révén részt vesz a kornyezetbdl
¢s az anyagcsere folyamatokbol érkezd informacidk feldolgozasaban, tovabbitdsdban és a

novény fejlédésének szabalyozasaban (Foyer & Noctor 2005).

6.1.3. A kedvezétlen kornyezeti viszonyok hatasara kialakul6 oxidativ stressz

A novényeket életiik soran szamos kiilonbozd stresszhatds éri. A novényeknél a stressz

fogalmat elészor Larcher (1987) hatarozta meg. Az 0 meghatarozasaban a stressz egy
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olyan terheléses allapot, amelyben a ndvények fokozott terhelése az ellenallosag
novekedéséhez vezet, majd a tlréshatar tallépésekor tartés karosodast okoz vagy akar
letalis is lehet. A stresszt kiilonféle stressztényezok (stresszorok) okozzak, melyeket
abiotikus ¢és biotikus stresszként, illetve természetes tényezOkként ¢€s antropogén
faktorokként csoportosithatunk (Szigeti 1998). Az abiotikus stressztényezok kozé tartozik
a nagy fényintenzitds, UV-Sugarzds, az extrém alacsony illetve magas homérséklet, a
tapanyag- ¢és vizhiany és a magas sokoncentracié (Boldizsar és mtsai. 2013; Jing és mtsai.
2016; Colling és mtsai. 2016; Kocsy és mtsai. 2001). Ezek oxidativ stresszt idéznek elo,
mely egy komplex kémiai és fiziologiai jelenség, amely soran kiilonféle abiotikus és
biotikus stresszhatasok kdvetkeztében a ROS-0k mennyisége megnd, a redox homeosztazis
felborul és a sejtekben az oxidalt formak keriilnek talsulyba (Bartosz 1997). A stressz
hatasara lényeges anyagcsere valtozasok kovetkeznek be a nodvényekben, melyek
indukaljak a novény redox rendszerének dinamikus valaszreakciojat, ilyen moddon

alkalmazkodva a kialakult kedvezétlen kornyezethez.

6.2. A hideg akklimatizacio és a viragzas redox szabalyozasa

6.2.1. Az alacsony homérsekleti stressz és a hideg akklimatizacio

Az abiotikus stresszhatasok jelent6s terméskiesést okoznak a vilag mezdgazdasagaban
minden évben. A hdmérséklet az egyik legmeghatarozobb kornyezeti tényezé a mérsékelt
O0v gabonatermesztésében, mely nagymértékben befolydsolja a fejlodést és a termés
mennyiségét (Kosova és mtsai. 2011). A legjelentésebb mérsékelt éghajlaton termesztett
gabona az 0szi bluza, amely képes a téli és korai tavaszi fagyok talélésére. A genetikailag
meghatarozott fagyallosagot a hideg akklimatizacio révén éri el. Ez egy viszonylag lassq,
adaptacios folyamat 6sszel, amikor a hdmérséklet, a nappalhossz és a fényintenzités
fokozatosan csokken (Sandve és mtsai. 2011). A hideg akklimatizacié soran az anyagcsere
Latprogramozasat” az abszcizinsav (ABA)-fiiggd ¢és -fliggetlen jelatviteli Utvonalak
biztositjak ludfiiben (Zhang és mtsai. 2004). Az ABA-fiiggetlen ttvonalon kiemelkedd
szerepet jatszik a C-REPEAT BINDING FACTOR/DEHYDRATION-RESPONSIVE
ELEMENT BINDING FACTOR (CBF/DREB1) regulon ludfiiben ¢s gazdasagi

novényekben, koztiik bazaban (Triticum aestivum L.) és arpaban (Hordeum vulgare L.) is
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(Nakashima és mtsai. 2009). Buzdban eddig 11 CBF gént térképeztek az SA kromoszéma
Fr-2 16kuszan. Ezek koziil a CBF14 transzkripcios faktornak van a legnagyobb hatasa a
blza és arpa fagytiirésére (Dhillon & Stockinger 2013; Soltész és mtsai. 2013; Vagujfalvi
¢s mtsai. 2005; Novak ¢és mtsai. 2016). A CBF fehérjékben talalhat6 egy ndvényspecifikus
APETALA2/ETHYLENE-RESPONSIVE ELEMENT BINDING domén (AP2/ERF),
amely a célgének promoterében 1évé C-repeat motivummal 1€ép interakcidba (Stockinger és
mtsai. 1997). A CBF-ek hideg indukalhato géneket (COR) szabalyoznak, melyek
aktivalasaval a fagytiirés novekszik. A COR gének koziil a buzaban és az arpaban talalhaté
COR14b kiilonboz6 szinten fejezédik ki fagyérzékeny és fagytliré genotipusokban (Rapacz
¢és mtsai. 2008; Vagujfalvi és mtsai. 2000).

6.2.2. A vernalizacio molekularis hattere

Az 6szi gabondk vernalizacios igényét az Oszi, fokozatosan csokkend homérséklet és
nappalhossz elégiti ki. A vernaliz4cio biztositja a vegetativ/generativ atmenet megfeleld
1d6zitését, hogy a virdgzas a tél elmultaval torténjen meg €s ne karosodjanak a fagyra
érzékeny reproduktiv szervek (Distelfeld €s mtsai. 2009). Ezzel ellentétben a tavaszi
gabonak virdgzasa nem igényel hideghatast. A vegetativ/generativ atmenet 1dozitését a
buza vernalizacids génjeinek (VRN1, VRN2, VRN3) allélikus kiilonbségei ¢s kombinacioi
hatarozzak meg. A VRNI1 egy MADS-box transzkripcios faktor, amely a viragzast segiti
el6 a VRN2 lokuszon 1év6 gének gatlasaval (Chen & Dubcovsky 2012; Yan és mtsai.
2003). A VRN2 l6kuszon 2 gén, a ZCCT1 és ZCCT2 (ZINC-FINGER /CONSTANS,
CONSTANS-LIKE, TOC1/2 transzkripcioés faktorokat kdédolnak) talalhatd, melyek a
viragzas gatlasaban jatszanak szerepet (Distelfeld és mtsai. 2009). A VRN3 egy RAF kinaz
inhibitor fehérjét kodol a buzaban, mely nagy szekvencia hasonlésagot mutat a ladfiiben
talalhato FLOWERING LOCUS T (FT) fehérjével (Yan és mtsai. 2006). A VRN2 gatlo
hatdsa aldl felszabadulva, a VRN3 indukélja a vegetativ/generativ atmenetet és igy a
virdgzast. A VRN3 a levelekben szintetizalodik, majd a floémen keresztil jut el a
hajtascsucsba (Tamaki és mtsai. 2007). A vernalizacids gének kozotti interakciokat az

alabbi egyszeriisitett abra szemlélteti (3. abra).
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3. abra. A vernalizdcios gének szerepe a viragzas szabalyozasdban (Chen és Dubcovsky 2012. nyoman

ujrarajzolva).

A vernalizdci6 ¢és a hideg adaptacidos folyamatok Osszehangolt szabalyozéasat
buzéban mar igazoltak, mivel a VRN allélikus variansainak eltérd el6fordulasa esetén a
hideg indukdlhaté gének kiilonbdzd mértékben expresszaltak (Dhillon és mtsai. 2010).
Magas VRN1 expresszio mellett a COR gének expresszidja és ebbdl kifolyolag a fagytiirés
lecsokken (Galiba és mtsai. 2009). Egy masik kapcsolodasi pont a vernalizacio
szabalyozéasa ¢€s a stresszvalasz kozott a harom alegységbdl allo (A, B, C) NUCLEAR
FACTOR Y komplex (NF-Y). Az NF-YB és VRN2 fehérjék kozotti interakciot
bizonyitottak btizdban (Li és mtsai. 2011), mig ludfiiben az NF-Y stresszvalaszban
betoltott szerepét igazoltak (Leyva-Gonzalez és mtsai. 2012). Ludfiiben a bZIP fehérjékkel
1ép kolcsonhatasba szabalyozva ezzel az ABA jelatvitelt stressz koriilmények kozott

(Kumimoto és mtsai. 2013).

6.2.3. A redox szabalyozas szerepe a fagytlirésben és a virdgzasban

A redox szabdlyozas szamos adaptacios ¢és fejlédési folyamathoz hasonléan a
hidegedzddés és a viragkezdemény kialakuldsat is befolydsolja novényekben (Kocsy és
mtsai. 2013). A redox homeosztazis fenntartasaban kozponti szerepet betoltd glutation
bioszintézise felgyorsul alacsony homérsékleten buzaban. Ez a jelenség a fagytiird
genotipusokban nagyobb mértékben jelentkezett a fagyérzékeny genotipusokhoz képest
(Kocsy és mtsai. 2000). A 3 hetes hidegkezelést kovetden korreldciot mutattak ki a H,Op,
az aszkorbinsav ¢és a glutation tartalom, az AsA/DHA ¢és GSH/GSSG arany, a redukcids
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potencial és fagytiirés mértéke kdzott (Soltész és mtsai. 2011). Az aszkorbat és a glutation
a hideg akklimatizacioban betoltott szerepe mellett részt vesz a vernalizacid
szabalyozasaban is. Az AsA-hidnyos mutans ladfiiben a viragzas ideje lényegesen
eltolodik (Dowdle és mtsai. 2007). A glutation bioszintézis els6 enzimének tultermeltetése
korabbi viragzast eredményezett és a GSSG szint is novekedett mar optimalis
hémérsékleten is (Hatano-lwasaki & Ogawa 2012). Hasonld valtozast tapasztaltak
vadtipusu ludfilbben 4°C-on. Ezek alapjan megallapitottdk, hogy a GSSG tartalom
novekedése vagy a glutation redukcios potencialjanak valtozasa részben helyettesitette a
magok vernalizacios kezelését (Hatano-lwasaki & Ogawa 2012). A redox szabalyozas és
viragzas masik lehetséges kapcsolodasi pontja az OXS2 transzkripcids faktor, amelyen
keresztiil a GSSG mennyiségének valtozasai befolyasolhatjak a viragzasi id6t (Blanvillain
¢és mtsai. 2011).

6.3. A szabad aminosavak szerepe a stresszvalaszban és kapcsolatuk a redox
szabalyozassal

6.3.1. Az aminosavak szerepe a névényekben

Az aminosavakra jellemzd, hogy ugyanahhoz a szénatomhoz egy aminocsoport (-NHy) és
egy karboxilcsoport (-COOH) kapcsolodik. Az €16 szervezetekben nélkiilozhetetlenek,
mivel a fehérjemolekuldk épitékdvei. Ezen kiviil sokféle mas metabolit szintézisében
vesznek részt kiindulasi anyagként. Jelentdségiiket tovabb ndveli, hogy szdmos egyéb
funkcidjukat is leirtdk ndvényekben. Szabalyozo és jelatvivd molekulak a stresszvalaszban
és a novény fejléddésében, katalitikus hatastiak az enzimekben és prekurzorok kiilonféle
anyagcsere folyamatokban. A szintézisiik alapjan az aminosavakat 5 csaladba lehet sorolni
ugy, mint a glutaminsav csalad, aszparaginsav csalad, szerin csalad, piruvatok és aromas
aminosavak. Néhany olyan aminosavat, amely a kisérletiink szempontjabol fontos

kiemelnék az aldbbiakban.

A fehérjeépitdé aminosavak koziil a szerin az egyik legjelentdsebb ¢és
legsokoldalubb aminosav a novényekben, és elengedhetetlen a ndvények fejlddéséhez és
anyagcseréjéhez (Ros és mtsai. 2014). A bioszintézisében résztvevd enzimek érzékenyen

reagalnak a kiilonféle abiotikus stresszhatasokra ludfiiben (Ho & Saito 2001). A szerin
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katalitikus funkciot 14t el a szerin-proteazokban (Di Cera 2009) és szamos fontos molekula,
igy egyéb aminosavak, a foszfolipidek és a szfingolipidek bioszintézisében is részt vesz.
Ezeknek a metabolitoknak a hianya drasztikus kovetkezményekkel jar. A foszfatidil-szerin
hidny mikrospora fejlédési rendellenességhez ¢és embrid elhalashoz vezet ludfiiben
(Yamaoka és mtsai. 2011). A szfingolipid bioszintézisben szereplé Ser-palmitoil-
transzferdz hianya letdlis az ivarsejtekre (Chen és mtsai. 2006), mig kifejlett ludfiiben az
alacsony szfingolipid tartalom az asvanyi anyag haztartas felborulasat eredményezi (Chao

¢és mtsai. 2011).

A szerin csaladdba tartozo cisztein szamos funkcidval rendelkezik. Tiol csoportja
révén igen reakcidképes, igy a fehérjék szerkezetének és funkcidjanak kilalakitasaban
fontos szerepet tolt be. Szdmos olyan esszencialis molekula prekurzora, mint a vitaminok,
kofaktorok (Droux 2004; Wirtz & Droux 2005), antioxidansok (Meyer & Hell 2005),
gliikozinolatok és fitoalexinek (Rausch & Wachter 2005). Fontos megemliteniink, hogy a
cisztein a redox szabalyozasban kozponti szerepet jatszo glutation elGanyaga is.
Jelent6ségét a ndvényekben hangsulyozza, hogy a szulfatredukcié sordn a szulfat szulfidda
redukalodik, mely szerves vegyiiletekbe, elsddlegesen ciszteinbe épiil be (Takahashi és
mtsai. 2011).

A glutaminsav egy masik létfontossagli aminosav, amely kdzponti szerepet jatszik
a ndvények aminosav anyagcseréjében, mivel szamos mas aminosav prekurzora. A Glu a-
amino csoportja konnyen atkeriilhet mas aminosavakra kiilonféle multispecifikus

aminotranszferdzok segitségével és a szénvaza kiindulasi pontja a prolin (Pro), arginin és

¥-amino-vajsav szintézisnek (Forde & Lea 2007). A Glu jelatvivé szerepét ludfi
gyokérben mutattak ki (Singh és mtsai. 2016; Forde 2014). Mindemellett az abiotikus
stressz valaszban betoltott szerepét igazolja, hogy tobb névényfajban is megemelkedik a
szintje stressz koriilmények kozott (Yang és mtsai. 2000; Martinelli és mtsai. 2007,

Boldizsar és mtsai. 2013).

A prolin szamtalan fontos funkciot 14t el a novényekben. Amellett, hogy
fehérjeépitd aminosav, részt vesz a novények fejlodésének és a virdgzasanak
szabalyozasaban, valamint az abiotikus és biotikus stresszvalaszban és jelatvitelben
(Trovato és mtsai. 2008; Hayat és mtsai. 2012). Eldszor angol perjében irtdk le, hogy
stressz hatasara a prolin tartalom megemelkedik (Kemble & Macpherson 1954). Azoéta

szamtalan kisérlettel bizonyitottak, hogy a ndvényekben Pro halmozodik fel kiilénb6zo
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kedvezdtlen koriilmények, mint példaul szdrazsag, magas soétartalom, nehézfémek,

ozmotikus és oxidativ stressz hatasara (Verbruggen & Hermans 2008).

Fehérjék
NADPH/NADP+ Transzlécié (prolinban
gazdag)

\ Jelétvitel |

Metabolizmus \ \

(szénhidratok,
Fejlodés

k
RIS Fotoszintézis, PDH és PSCDH (embri6, gyokér-
enzimek, rehidratalasa novekedés, virgzas)
GST, KAT, APX
Lipidek
sériilése, PCD

Mitokondrialis
funkciok
(PCD, ROS)

4. abra. A prolin funkciéi névényekben. A prolin részt vesz a fehérjék épitésében, a redox egyensuly
fenntartasaban, a jelatvitelben és a stresszvalaszban. Emellett hatdssal van a novény fejlodésére és az
anyagcsere folyamataira (Szabados és Savouré 2010. nyoman Gjrarajzolva). Roviditések: PCD: programozott
sejthalal; ROS: reaktiv oxigénszarmazék; KAT: katalaz; APX: aszkorbat peroxidaz; GST: glutation-S-
transzferaz; PDH: prolin dehidrogenaz; PSCDH: A-1-pirrolin-5-karboxil-dehidrogenaz

Ezen eredmények ellenére az abiotikus stressztolerancia és a megemelkedett prolin
szint kapcsolata nem minden esetben egyértelmii. Magas prolintartalmat mértek
szarazsagtlird rizs genotipusokban (Choudhary és mtsai. 2005), de arpaban nem taldltak
kapcsolatot a sotlir6képesség és a Pro koncentracid kozott (Chen és mtsai. 2007). A Pro
akkumulacié szdmos utvonalon képes a stressztoleranciat befolyasolni (4. abra). Az
ozmoprotektansként is leirt prolin semlegesiti a reaktiv szabad gyokoket, igy a redox
egyensuly fenntartdsdban is aktivan részt vesz. A redox homeosztazis kialakitdsaban
betoltott szerepét erdsiti, hogy a prolin bioszintézis egy alternativ forrdsa lehet az elektron
akceptor NADP'-nak stressz koriilmények kozott, ezaltal megakadalyozza a ROS-ok

képzddését a fotoszintetikus elektrontranszport sordn (Szabados & Savouré 2010).
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A Pro bioszintézise két reakciouton torténik a ndvényekben. A f6 utvonalon
glutaminsavbdl kiindulva elészor glutamil-szemialdehid (GSA) keletkezik egy redukcids
folyamatban. A reakcidt a A-1-pirrolin-5-karboxilat szintetaz (PSCS) katalizalja, majd a
keletkez6 GSA-bol spontan A-1-pirrolin-5-karboxilat (P5C) képzodik, amit a folyamat
végén a A-1-pirrolin-5-karboxilat reduktaz prolinna alakit (Delauney & Verma 1993). A
masik lehetséges utvonalon, a prolin bioszintézis kiinduldsi anyaga az ornitin (Orn). Az
ornitinbdl ornitin aminotranszferdz (OAT) segitségével GSA keletkezik, ami P5C-n
keresztiil prolinna alakul at. A Pro lebontasa a mitokondriumokban torténik, ahol a prolin
dehidrogenaz (PDH) segitségével oxidalodik, mikdzben P5C keletkezik (Elthon & Stewart
1981). A P5C-t a A-1-pirrolin-5-karboxilat dehidrogenaz (PSCDH) glutaminsavva alakitja

at.

A fehérjeépitd aminosavak mellett szdmos olyan aminosavat mutattak ki
novényekben, melyek nem alkotoéi a fehérjéknek. Ezek a fehérjét nem épitd aminosavak
(NPAAs) jelentds szerves nitrogénforrasnak szamitanak az €16 szervezetekben, de nagyon
keveset tudunk még roluk. A ndvényekben fontos szerepet jatszanak a kiilonb6zo
stresszhatasok kivédésében és a jelatvitelben (Vranova és mtsai. 2010). Mindemellett az
NPAAs toxinként is funkciondlnak allokemikalis és antimikrobidlis aktivitdsuk révén és
mérgez0 hatast gyakorolnak szamos novényevd kartevore (Bell 2003). Az NPAAs
csoportjaba tartozd ornitin az argininbdl képzddik az argindz koézremiikodésével. Az
argindz a mitokondriumban taldlhat6 (Catoni és mtsai. 2003), de az ornitin képzddhet a
plasztiszokban is, ahol atalakulhat argininné (Funck és mtsai. 2008). Mindemellett részt
vesz a prolin bioszintézisben is, ahol az ornitin-A-aminotranszferaz P5C-ta alakitja (Funck

¢s mtsai. 2008).

Egy masik érdekes fehérjét nem épitd aminosav az a-amino-adipinsav (Aaa) a lizin
katabolizmus egyik koztes terméke allatokban és novényekben egyarant (Zhu és mtsai.
2000). Mig allati rendszerekben kimutattak, hogy az Aaa gatolja a Glu transzportot

(Haugstad & Langmoen 1997), novényeknél ezt a funciot nem bizonyitottak még be.
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6.3.2. A redox rendszer és az aminosav anyagcsere kapcsolata

Az aminosav anyagcsere és a redox homeosztazis szamos ponton kapcsolodik dssze a
novényekben. A redox homeosztazis egyik kulcsfontossdgii szerepldje a glutation. A

glutation és az aminosav anyagcsere kozotti kapcsolatot nyarfaban bizonyitottdk, a

glutation szintézisben résztvevd egyik enzim a Y-Glu-Cys szintetaz tiltermeltetésével

(Noctor 1998). A transzformacid hatdsara a glutation szint mellett néhany aminosav
koncentracioja is megnovekedett. Ezenkiviil szdjaban az intenzivebb prolin szintézis
alacsonyabb GSH szintet eredményezett (Kocsy és mtsai. 2005). Ez a megfigyelés azzal
magyarazhat6, hogy a kozos prekurzor, a Glu nagyobb ardnyban hasznalodott fel a prolin
bioszintézisben. Az aminosavak szintjének redox szabalyozasat az is aldtdmasztja, hogy a
katalaz hianyos ladfii mutansokban a megnovekedett H,O, tartalommal parhuzamosan
szamos aminosav koncentracioja is megemelkedett (Noctor és mtsai. 2015). Mindezek
ellenére kevés tudoményos munkat talalni az irodalomban, amely a redox homeosztazis és

az aminosav anyagcsere kapcsolatat vizsgalja.
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7. ANYAGOK ES MODSZEREK

7.1. Novénynevelés és kezelések

A buzaval végzett kisérleteinkben a fagyérzékeny Triticum aestivum (L.) ssp. spelta (Tsp)
tavaszi és a fagytiird Triticum ae. (L.) ssp. aestivum Cheyenne (Ch) 6szi buzat vizsgaltuk.
A kivalasztott genotipusok magjait nedves sziirépapiron Petri csészékben csiraztattuk (1
nap 25°C, 3 nap 5°C, 2 nap 25°C). A csiraztatast kdvetden a fiatal csirandvényeket '2-es
Hoagland-tapoldaton neveltiikk tovabb névényneveld klimakamraban (Conviron, Kanada)
16 6ras, 260 pmol m™s™ fényintenzitasti megvilagitds, 75% relativ paratartalom, 20°C

nappali és 17°C ¢éjszakai hdmérséklet alkalmazasaval (5. abra).

5. abra. Novényneveld klimakamrak (A) és a tapoldaton 1évé Triticum aestivum ssp. spelta tavaszi és a
Triticum ae. ssp. aestivum Cheyenne §szi genotipus 7 napos novényei (B).

20 csirandvényt helyeztiink a milanyag edényekbe (500 ml), amelyekben a tapoldatot
hetente cseréltilk a kisérlet alatt. A 7 napos kontroll koriilmények kozott torténd
AsA: 1 mM, 2 mM) oxidaloszereket (GSSG: 0,5 mM, 1 mM; HyO0,: 1 mM, 2 mM) és
ozmotikumokat (polietilén-glikol: 15%; NaCl: 100 mM) adtunk a névények tapoldatahoz.
A kiilonb6z6 vegyiileteknél alkalmazott koncentracidkat eldzetes kisérletek eredményeire
¢s irodalmi adatokra tamaszkodva hataroztuk meg. A 3 napos 20/17°C-on torténd redox
kezelést a 3 hetes 5°C-on torténd hidegedzés els6 4 napjan is folytattuk. gy lehetdség volt

a kezelések hatasat
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20/17°C-on és 5°C-on is megvizsgalni. A 3 hetes hidegedzést egy 3 hetes regeneracios
fazis kovette 20/17°C hdmérsékleten. A redox kezelések 3. és 7. napjan megmértiik a
gyokerek és hajtasok friss tomegét, és elvégeztik a mintavételt a biokémiai és a
génexpresszios vizsgalatokra. A fejlédési allapot meghatarozasa céljabdl a regeneracios

fazis végén hajtascsucsot izolaltunk a novények bokrosodasi csomojabol.

A ludfiivel (Arabidopsis thaliana L.) végzett kisérletiinkben a Columbia (Col-0)
Okotipust, a glutation-hianyos (pad2-1) és az aszkorbinsav-hidnyos (vtc2-1) mutanst
tanulmanyoztuk (Parisy és mtsai. 2007; Conklin és mtsai. 2000). A magokat 3 nap
hidegszinkronizalas utan fold-perlit 3:1 aranyu keverékén csiraztattuk. A 10 napos
novényeket atiltettiik tézegkockakba (Jiffy, Jiffy Products S.L. Ltd.), és 4 hétig napi 8
oras, 100 umol m? s' fényintenzitason, 23/22°C hémérsékleten és 70/75%-0s

paratartalmon neveltiik klimakamraban (Sanyo). Az 5 és fél hetes novényeket 2 Hoagland-

tapoldatra helyeztiik és 5 napig neveltiik kontroll koriilmények kozott (6. bra).

6. abra. A ludfii n6vényneveléshez hasznalt klimakamrak (A) és a tapoldaton nevelt ludfii névények (B).

Az 5 napos adaptacios fazist kovetden a ndvényeket a tapoldatukhoz adott 4 mM-0s

crer

¢s egy oxidaloszerrel, 10 mM-os hidrogén-peroxiddal kezeltik 3 napig. A kezelést

kovetden biokémiai €s génexpresszids vizsgalatokra gylijtottiink mintat.
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Mindkét kisérletiinket haromszor ismételtiik meg, mintanként 3 parhuzamost

alkalmazva.

7.2. Az aszkorbinsav-tartalom meghatarozasa

A meghatarozashoz 500 mg friss ndvényi mintat (levél) dorzsoltiink el folyékony N»-ben,
3 ml 5%-0s meta-foszforsav jelenlétében. Ezutan 4°C-on centrifugaltuk a mintakat 10 000
g-vel 10 percen keresztiil. A redukalt aszkorbinsav méréséhez 380 ul-t pipettaztunk ki a
feliiluszobol, amihez 20 pl ultratisztasdgu vizet adtunk. A teljes aszkorbat tartalom
adtunk a dehidro-aszkorbinsav (DHA) redukalasanak a céljabol. A mintakban 1év6
redukalt és teljes aszkorbinsav tartalmat forditott fazisi nagy hatékonysagi folyadék
kromatograffal (Waters 2690, Milford, MA, USA) mértik meg. Az aszkorbinsav
detektalasdhoz diodasoros UV/VIS detektort (Waters 996) haszndltunk 248 nm-en. Az
oxidalt aszkorbinsav mennyiségét a teljes aszkorbinsavtartalom és a redukalt forma
mennyiségének a kiilonbségeként szamoltuk ki (Soltész és mtsai. 2011). Az aszkorbinsav

koncentraciot pg-ban adtuk meg 1g friss ndvényi tomegre vonatkoztatva.

7.3. A tiolok mérése

A GSH, a cisztein, a y-glutamil-cisztein (¥-EC), a hmGSH ¢és a ciszteinil-glicin (Cys-Gly)
mennyiségének a meghatarozasanal 200 mg ndvényi anyagbdl (levél) indultunk ki, melyet
folyékony nitrogénnel porra tortiink és 1 ml térfogata 1 mM Na,EDTA (Na-etilén-diamin-
tetraecetsav) tartalmazd 0,1 M HCl-dal tartuk fel. A feltarast kovetéen a mintakat
centrifugaltuk (15 000 x g, 10 perc, 4°C). A teljes tioltartalom meghatarozasa soran 120 pl
feliiluszoéhoz 200 pl 0,2 M 2-(ciklohexilamino)-etanszulfonsavat (CHES, pH 9,3) adtunk,
majd a redukciot 10 pl 9 mM ditiotreitol hozzaadasaval végeztiikk. Ezutan a mintakat 20
percig jégen tartottuk, majd 20 pl monobromobimant adtunk az elegyiinkh6z fluoreszcens
szarmazékképzés céljabol. A 15 perces sotétben torténd inkubaciot (25°C) kdvetden a

reakciot 250 pl 0,25%-o0s metilszulfonsav (MSA) hozzaadasaval allitottuk le.
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crer

CHES-t (pH 9,3) adtunk, ¢és a szabad tiolokat 30 pul 50 mM N-etilmaleimiddel blokkoltuk
(Kranner & Grill 1996). A feleslegben 1évé N-etilmaleimidet haromszori toluolos
extrakcidval tavolitottuk el. Ezt kovetéen 300 pl kivonatot redukaltunk 20 ul 9 mM-o0s
ditiotreitollal. A szarmazékképzés €s a reakcio ledllitasa az Osszes tioltartalom mérésénél
leirtak szerint tortént. A szarmazékképzést kovetden a mintdkban a tiolok mennyiségét
forditott fazisu nagy hatékonysagu folyadék-kromatograffal hataroztuk meg (Waters,
Milford, MA, USA). A mérés soran W474 szkenning fluoreszcens detektort hasznaltunk
(Waters). A redukalt tiolok mennyiségét az Osszes és az oxidalt tioltartalombol szamoltuk
Ki. A redukcios potencialok kiszamitasa Schafer és Buettner (2001) szerint tortént a Nernst

egyenlet segitségével:

(’redukéit [’.rl:rrlu:.!.i])2

10°
Sy s 3y =F% ——
Eequicitt ox:d,a.r[mv] E nE In (axids’tit [Tlmgj])
108

cv
8314 [ rp]+ 29815 K] ((redukéit [mmazljfj

2 * 96485,34 [C mol] (oxidalt [mmol])
(redulkalt [mmol])?2
(oxidalt [mmol])

= Eo

= E? — 29,58 [mV]logy, (

ahol: pH=7,0; T=25 °C=298,15 K; n=2, mert 2 elektron vesz rész a folyamatban:

GSSG +2H* + 2e~ = 2GSH

A vizsgalt tiolok standard redukcids potenciélja (EY) kiilonbozé 25°C-on és pH 7-nél, ezért

minden tiolnal a megfeleld E° értékekkel szamoltunk irodalmi adatok alapjan.

A H,0, mennyiségének a meghatarozasahoz FOX1 (Ferrous ion oxidation-Xylenol orange)
modszert hasznaltunk. 200 mg névényi mintat (levél) dorzsoltiink porra folyékony nitrogén
segitségével, majd 1 ml 10%-0s ortofoszforsavat (H3PO,) adtunk hozza. A H,0,

reakcidelegy Osszetétele: 100 uM xilenol-orange, 250 pM ammoénium-ferro-szulfat, 100
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mM szorbit, 25 mM H,SO, és 50 pl kivonat 1 ml végtérfogatban (Wolff 1994). A mintak
abszorbanciajat 560 nm hullamhosszon mértiik (Carryl00 UV-Vis spektrofotométer,
Agilent, USA). A kalibracidhoz H,0; higitasi sort hasznaltunk (Kocsy és mtsai. 2005).

7.5. Az ionkidramlas mérése

A novények fagytiirésének meghatarozasahoz relativ konduktancia mérést végeztiink a 3
hetes hidegedzés végén. Az egyenld hosszusagu (1 cm) és egyenld tomegu levéldarabokat
aluminium fé6liaval csomagoltuk be, és tlivegcsovekben 1évé homokba helyeztik. A
hémeérsékletet fokozatosan csokkentettiik a fagyasztasi hdmeérsékletre (2°C-ra 6 ora alatt,-
2°C-ra 15 ora alatt, majd két oranként 2 fokkal csokkent a hdmérséklet). Az egyoras
fagyasztas -11, -13 és -15°C-on tortént, majd a mintakat 2 6ra hosszat 2°C-on tartottuk. Ezt
kovetden a levél darabokat 10 ml szlrt vizet (Millipore, Milli-Q50 viztisztitd rendszer,
Watford, Egyesiilt Kirdlysag) tartalmaz6 fiolakba tettiik, és egy éjszakan at razattuk
szobahdmérsékleten. A razatds soran a sériilt sejtekbdl kidramlo ionok hatasara a viz
vezetOképessége novekedett, amit MultiSample konduktométerrel (Mikro Kft.,
Magyarorszdg) mértink meg. Mintdinkat ezutdn 20 percen at foztik, és tUjabb
konduktancia mérés utan meghataroztuk a 100%-os ionkidramlédst. Az ionkidramlas
kiszamitasa soran a kapott adatainkat az ultradesztillalt viz értékeivel normalizaltuk és a
100%-os ionkidramlas szazalékos ardnyaban fejeztiik ki a relativ konduktanciat (Szalai és

mtsai. 1996).

7.6. A szabad aminosav- és a fehérjetartalom meghatarozasa

500 mg friss levélmintat folyékony nitrogén segitségével porra dorzsoltiink, és 2 ml hideg
10%-os triklorecetsav hozzaadasaval extrahaltunk 1 6ran 4t enyhén razatva (100 rpm). Az
extrahalt mintdkat el0szor redds szlirén, majd 0,2 um-es membransziirén (Sartorius AG,
Németorszag) sziirtiik at. Az elokészitett mintdkat a mérés idépontjaig -20°C-on taroltuk.
A szabad aminosav tartalom meghatdrozast egy lonex Ostion LCP5020 kationcseréld
oszloppal (22 cm x 0,37 cm) felszerelt AAA 400 tipusi Automatikus Aminosav

Analizatorral (Ingos Kft.,, Csehorszag) végeztiik. A szabad aminosavak elvéalasztasa
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1épcs6s gradiens elucioval tortént. A kolorimetrids detektalast 570 nm-en és 440 nm-en
végeztiikk. Az eredményeket a CHROMULAN V 0.82 (PIKRON, Csehorszag) programmal
értékeltik.

A fehérjetartalom mérését Bradford (Bradford 1976) modszerrel végeztilk marha
szérum albumint (BSA) hasznalva standardként. 200 mg levélmintat folyékony nitrogénnel
porra dorzsoltiink, majd 1 ml 0,2 mM dietiléntriamin-pentaecetsavat (DTPA) tartalmazé
0,1 M Na-K-foszfat pufferrel (pH 7,5) tartunk fel. Centrifugalas (15 000 x g, 1 perc, 4°C)
utan a feliiliszobol 5 pl ndvényi kivonatot tettiink a reakcioelegybe, amely 975 ul 5-
szorosére higitott BioRad (Hemel, UK) fehérje meghatarozé reagenst tartalmazott 1 ml
Ossztérfogatban. Az abszorbanciat 578 nm-en mértiik (Carryl00 UV-Vis spektrofotométer,
Agilent, USA).

7.7. A hajtascsucs fejlettségi allapotanak vizsgalata

A 3 hetes regeneracios fazis végén a novények bokrosodasi csomojabol hajtascsucsot
(apex) izolaltunk Zeiss Stemi 2000-C tipusu sztereo mikroszkop (Carl Zeiss Mikroskopie,
Jena, Németorszag) segitségével. A hajtascsticsot szike és ékszerész csipesz segitségével
bontottuk ki a bokrosodasi csomobol. Az izolalt hajtascsucsokat még a kiszaradas eldtt
lefényképeztiik, és meghataroztuk az apexek fejlettségi allapotat a Gardner és mtsai altal

készitett skala szerint (1985).

7.8. Total ROS-0k detektalasa hajtascstcsban

Az sszes ROS detektalasanal a hajtascsucsot 2',7'-dihidro-diklorfluoreszcein-diacetattal
(H2DCFDA) festettiik 0,1 M Na-K foszfatpuffer (ph 8,0) jelenlétében 30 percig (Darko és
mtsai. 2004). A 2’,7’-dihidro-diklorfluoreszcein-diacetat festék a peroxidok és az egyéb
reaktiv oxigénformdk jelenlétét jelzi. A ROS-ok jelenlétében a nem fluoreszkalo
H,DCFDA oxidalodik, az acetat csoportok lehasadnak ¢és erdsen fluoreszkald 2°,7°-
dihidro-diklorfluoreszcein keletkezik. A megfestett hajtascsticsokat egy Olympos BX 51
tipust mikroszkoppal (Olympos Optical Co. Ltd., Tokid, Japan) vizsgaltuk, és egy
Camedia digitalis géppel fényképeztiik le.
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7.9. Génexpresszios vizsgalatok kvantitativ valosidejiit PCR-rel (QRT-PCR)

A génexpresszids vizsgalatokhoz az RNS-t Direct-zol™

RNA Miniprep (Zymo Research)
kittel tartuk fel levélmintainkbol a gyarto protokollja alapjan. A reverz transzkripcidohoz M-
MLV reverz transzkriptazt és Oligo (dT);g primert (Oligo) hasznaltunk gyartéi utasitas
szerint. Az 1 pg RNS-bdl irt cDNS-t qRT-PCR-rel végzett expresszios vizsgalatokban
hasznaltuk fel, amit CFX96 tipust (Bio-Rad) késziilékkel végeztiink. A real-time PCR-hez
SYBR Green (KAPA) reagenst alkalmaztunk. A vizsgalt génekhez tartozé primerparok az
1. mellékletben talalhatok. Mintanként 3 parhuzamost vizsgéltunk, parhuzamosonként 3
technikai ismétlést készitve. A relativ expresszids szinteket a ACt mddszerrel allapitottuk
meg a buzaval végzett kisérletiinkben, mig ladfiiben AACt mddszerrel szamoltuk ki (Livak
& Schmittgen 2001). A normalizalashoz endogén kontrollként ludfii esetében az Actin2
(Wang és mtsai. 2014), mig a buzaval végzett kisérleteknél a Ta30797 gént hasznaltuk
(Paolacci és mtsai. 2009).

7.10. Statisztikai elemzés

A statisztikai elemzés SPSS 16.0.1 program segitségével tortént. Az elofeltételek
ellendrzése utan, az adatsorokat egytényez6s ANOVA-val hasonlitottuk 0Ossze, majd
Tukey-féle post hoc tesztet vagy LSD (legkisebb szignifikans differencia) tesztet
alkalmaztunk (P<0,05%). A korrelacio elemzéseket az Excel (Microsoft Office 2010)

program segitségével végeztiik.
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8. EREDMENYEK

8.1. A redox szabalyozas szerepe a hideg akklimatizaci6 és a virdg primordium kezdeti
fejlodése soran buzaban

8.1.1. A tiolok mennyiségének ¢s redukcids potencidljanak valtozasai

12 napos buzandvényeket kezeltiink kiilonb6z6 redukaloszerekkel (1 mM, 2 mM GSH ¢és
AsA), oxidalészerekkel (0,5 mM, 1 mM GSSG; 2 mM H»0,) és ozmotikumokkal (100
mM NaCl, 15% PEG) 3 napig 20/17°C-on. Ezzel az eldkezeléssel modositani kivantuk a
tiolok redukalt és oxidalt formainak koncentraciojat €s aranyat. A vegyszeres kezeléseket 4
napon at 5°C-on is folytattuk, hogy 6sszehasonlithassuk a hatasukat optimalis és alacsony
potencialjanak a meghatdrozasaval jellemeztiik a bokrosodasi csomoban, melynek specialis
szerepe van a vernalizacioban és hideg akklimatizacioban. Az 6szi buzafajtakat érd fagykar
utan ebbdl a szervbdl regenerdlodik a novény és itt talalhatd a stressz hatdsokra nagyon

érzékeny viragkezdemény.

A vizsgalt tiolok koziil a glutation prekurzordnak, a ciszteinnek mennyisége
lecsokkent GSH (1, 2 mM), GSSG (1 mM) és AsA (2 mM) kezelés hatdsara 20/17°C-on az
Oszi buzafajtdban (7A. é&bra). Ezzel parhuzamosan ezek a kezelések novelték a CySS
mennyiségét és a cisztein/cisztin redoxpar redukcids potencialjat (Ecysicyss) ebben a
genotipusban (7C. abra). A tavaszi buzafajtanal (Tsp) viszont ellentétes valtozasok
zajlottak le, hiszen a Cys koncentracié megemelkedett. A CySS tartalom és az Ecyscyss
lecsokkent a legtobb kezelés hatasara (7B, C. 4bra). A 4 napos alacsony homérsekletet
(5°C) kovetden csak a 2 mM GSH kezelésnek volt szignifikdns hatisa, amely sordan a Cys
tartalom lecsokkent, a CySS koncentracio és az Ecys/cyss érték megndvekedett Ch-ben (7D.
abra). A Tsp-ben a legtobb kezelés hatasara kevesebb volt a Cys mennyisége alacsony

homérsékleten. A CySS tartalom és az Ecys/cyss érték magasabb lett (7E, F. abra).

A glutation homolog hmGSH mennyisége lecsokkent a GSSG (2 mM), az AsA (2
mM) és NaCl kezelések hatasara 20/17°C-on Ch-ben. A hmGSSG mennyisége ezeknél a

kezeléseknél szignifikansan megndtt a kontroll mintdkban mérthez képest (8A. abra).
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redoxpar redukcios potencialjara (C, F) Ch, (A, D) és Tsp (B, E) genotipusokban 20/17°C és 5°C-on. A
vizsgalt csoportok dsszehasonlitasa egyutas ANOVA-val, majd LSD-teszt analizis alapjan tortént (P<0,05%).

A kezeletlen kontroll mintaktol szignifikansan eltérd értékeket csillaggal jeldltiik.

A legtobb kezelés hatdsara a hmGSH/hmGSSG redoxpar redukciés potencidlja
(EnmesHmmasss) novekedett a kontroll mintahoz képest 20/17°C-on Ch-ben (8C. abra). A
Tsp-ben a hmGSH tartalom emelkedett, az Epmesrimmesse csokkent tobb kezelés hatasara
(8B, C. abra). A GSH kezelések kivételével a hmGSH koncentracio jelentdsen lecsokkent
alacsony hdmérsékleten Ch-ben (8D. dbra). Ezzel parhuzamosan a hmGSSG koncentraciok
¢s a Epmestmmesse €rtékek megemelkedtek (8F. &bra). A tavaszi buzaban is a redukalt
forma mennyiségének csokkenését és a redukcids potencial értékek novekedését figyeltiik

meg a legtobb kezelés esetében 5°C-on (8E. ébra).
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és ezen redoxpar redukcios potencialjara (C, F), Ch (A, D) és Tsp (B, E) genotipusokban 20/17°C és 5°C-on.
A vizsgalt csoportok Osszehasonlitaisa egyutas ANOVA-val, majd LSD-teszt analizis alapjan tortént
(P<0,05%). A kezeletlen kontroll mintaktol szignifikansan eltéré értékeket csillaggal jeloltiik.

A GSH tartalom jelentés csokkenést mutatott 2 mM GSH, 0,5 és1 mM GSSG és NaCl
kezelés utan 20/17°C-on Ch-ben (9A. abra). A legtobb kezelés hatasara a GSSG
koncentracio és Egshigssc €értékek magasabbak voltak ebben a genotipusban (9C. é4bra).
Ezzel ellentétben a Tsp-ben a kezelések csak kis mértékben hatottak a glutation
mennyiségére ¢€s redox allapotdra (9B. dabra). Alacsony hdmérsékleten a GSSG
koncentracié a kontroll mintakban is igen magas volt Ch-ben (9D. abra). Hasonldé magas
GSSG mennyiséget tapasztaltunk 2 mM GSH, és mindkét GSSG kezelés utan. A GSSG
koncentracioja a legtobb kezelés hatasara emelkedett Tsp-ben 5°C-on (9E. abra.) Az
Esshicsse €rtékek csak néhany helyen mutattak eltérést a kontroll mintakhoz képest

mindkét genotipusban (9F abra.).
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redoxpar redukcids potencialjara (C, F ), Ch (A, D) és Tsp (B, E) genotipusokban 5°C-on. A vizsgalt
csoportok Osszehasonlitasa egyutas ANOVA-val, majd LSD-teszt analizis alapjan tortént (P<0,05%). A

kezeletlen kontroll mintaktol szignifikansan eltérd értékeket csillaggal jeloltiik.

8.1.2. A kezelések hatasa a novények friss tomegére

A tiol mérésekkel parhuzamosan friss tomeget is mértiink a vegyszeres kezelés 3.
(20/17°C) és 7. napjan (4 nap 5°C-on). A kezelések nagy része nem okozott szignifikans
valtozast a friss tomegben 3 nap utan (20/17°C) (10A, B. abra). Alacsony homérsékleten a
hajtasok friss tOmege tObbnyire nem valtozott Ch-ben (10C. abra). A gyokerek friss

tomegét az 1 mM GSH és GSSG (mindkét koncentracid) kivételével minden kezelés

csokkentette.
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10. abra. A redox és ozmotikus kezelések hatasa a Ch (A, C) és Tsp (B, D) hajtasainak és gyokereinek a friss
tomegére 20/17°C-on és alacsony hémérsékleten (5°C). A vizsgalt csoportok Osszehasonlitasa egyutas
ANOVA-val, majd LSD-teszt analizis alapjan tortént (P<0,05%). A kezeletlen kontroll mintaktol
szignifikansan eltéré értékeket csillaggal jeloltiik.

A Ch-ben mért értékekkel ellentétben, a Tsp hajtasainak friss tomege szignifikansan
novekedett minden kezelés esetében 5°C-on, mig a gyokereknél csak néhany esetben volt

megfigyelheté a novekedés (10D. abra.).

8.1.3. A fagytiirést befolyasolo gének redox szabalyozasa

Az alkalmazott kezelések hatdsara szadmos, fagytirést és a viragkezdemény kezdeti
fejlodését befolyasold gén expresszidja megvaltozott. A génexpresszids valtozasokat a
vegyszeres kezelés 7. napjan vizsgaltuk (3 nap 20/17°C majd 4 nap 5°C utdn) a
bokrosodasi csomoban. A fagytiirést szabalyozd gének koziil olyanokat valasztottunk ki,
melyek szerepet jatszanak a hideg akklimatizdcioban és kisérletesen igazoltdk ezen

funkciojukat.

A CBF14 transzkripciés faktor expresszidja a kezelések hatasara nem mutatott
jelentds valtozast Ch-ben (11A. abra). A tavaszi buzaban viszont a legtobb kezelés
csokkentette az expresszidjat. Osszehasonlitva a két genotipust megallapithatjuk, hogy a
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CBF14 expresszidja a legtobb esetben alacsonyabb volt Tsp-ben, mint Ch-ben. A COR14b
kifejez6désére a kezelések tobbsége nem volt hatassal Ch-ben (11B. abra). Ezzel
ellentétben a Tsp-ben alacsonyabb expressziot mutatott a kezelések utan a kontrollhoz
képest. Habar kontroll korilmények kozott a COR14b expresszidja nem mutatott
kiilonbséget a genotipusok kozott, a kezelések hatasara a Ch-ben mért transzkripcids szint
a Tsp-ben mértnek a tobbszordse lett. Az adenozin-5’-foszfoszulfat reduktaz (APSR, a Cys
szintézis kulcsenzime) transzkripcidjara a kezelések nem voltak hatassal Ch-ben. A masik
genotipusban a 0,5 mM GSSG és 2 mM AsA kezelések novelték az expresszidjat a
kontrollhoz képest (11C. abra). Mindemellett fontos megemliteniink, hogy Ch-ben az
APSR transzkripcios szintje 10-szer nagyobb volt a tavaszi genotipushoz képest. Alacsony
hémérsékleten a novényekben megemelkedik a reaktiv oxigén gyokok, koztik a H,O,
mennyisége. A HyO, ko6zombositésében résztvevd sztroOma-aszkorbat-peroxidaz-1
(SAPX1) enzimet kodold gén expresszids mintazatat is megvizsgaltuk kisérletiinkben. A
Ch-ban az sAPX1 transzkripcios szintje az AsA és NaCl kezelések hatasara novekedett,
mig Tsp-ben a 2 mM GSH, GSSG (0,5 és 1 mM) ¢és H,0;, kezelések fokoztak a
kifejezédését (11D. éabra). A hideg indukélhatdo Ca-kotd fehérjét (CAB) kodold gén
kifejezédését az 1 mM GSH, 2 mM AsA és PEG kezelések redukaltak Ch-ben (11B. ébra).
A CAB expresszios szintje a Tsp-ben kontroll koriilmények kozott alacsonyabb szinten
volt, mint a Ch-ben. Mindezen tul egyes kezelések, mint az AsA (1 és 2 mM), Hy,O; és
ozmotikumok tovabb csokkentették az expresszigjat (11E. abra). Azon célbdl, hogy
megallapitsuk, milyen hatassal voltak a kezelések az ABA indukalt fagytiirés kialakitasara,
a 9-cisz-epoxikarotenoid-dioxigenazt (NCED1) kodold gén expresszids valtozasait is
megvizsgaltuk. Az NCEDI az ABA szintézis egyik szabalyoz6 enzime. Az NCED1
expresszidja nem valtozott jelentésen Ch-ben. Tsp-ben a kezeletlen kontroll ndvényekben
2-szer magasabb szinten volt az expresszidja a Ch-hez képest. A kezelések koziil a 2 mM

GSH, az 1 mM GSSG ¢és a PEG novelte a kifejezddését (11F. abra).
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11. abra. A redox és ozmotikum kezelések hatdsa a hideg akklimatizacioban szerepet jatszo gének
expressziojara alacsony homérsékleten. A CBF14 (C-repeat binding transcription factorl4) (A), a COR14b
(Cold-Regulated 14B) (B), az APSR (adenozin-5 -foszfoszulfat reduktdz) (C), az SAPX1 (sztréma aszkorbat-
peroxidaz 1) (D), a CAB (Ca-binding protein) (E) és az NCED1 (9-cis-epoxikarotenoid dioxigendzl) (F)
gének expresszids mintazatat vizsgaltuk a bokrosodasi csomdban 7 nap (3 nap 20/17°C, 4 nap 5°C) kezelés
utan. A normalizalashoz endogén kontrollként a Ta30797 gént hasznaltuk (Paolacci és mtsai. 2009). A
vizsgalt csoportok Osszehasonlitasa egyutas ANOVA-val, majd Tukey-féle post hoc teszt analizis alapjan
tortént (P<0,05%). A kiilonboz6 betiivel jelolt értékek szignifikansan kiilonboznek.

8.1.4. A viragkezdemény kezdeti fejlodését szabalyozo gének expresszios valtozasai

A viragkezdemény kezdeti fejlodését befolyasold gének koziil hatnak vizsgaltuk meg az
expresszios mintazatat bokrosodasi csomoban 7 nap vegyszeres kezelés utdn (3 nap
20/17°C, 4 nap 5°C). A virdgzast represszaldo ZCCT1 expressziojara a GSH (1 mM és 2
mM), a GSSG és a PEG kezelések nem voltak hatassal, de a tobbi kezelés csokkentette az
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expresszidjat Ch-ban. A Tsp-ben a gén kifejez6dése viszont a legtobb kezelés hatasara
alacsonyabb lett (12A. abra). A ZCCT2 expressziojat néhany kezelés csokkentette Ch-ban
(12B. abra), mig Tsp-ben az 0Osszes kezelés csokkentette a ZCCT2 kifejezOdését. A
ZCCT1-nél tapasztaltakkal ellentétben, a ZCCT2 expresszidja nagyobb kiilonbségeket
mutatott a genotipusok kozott a kezelések utan. Altalanossagban elmondhatd, hogy Ch-ben
a ZCCT2 kifejezddése legalabb kétszer nagyobb volt a Tsp-ben mértnél, kivéve az
ozmotikumokkal (NaCl és PEG) tortén6 kezelések esetében.

A VRNL1 transzkripciora nem voltak hatassal a GSH (I mM ¢és 2 mM) és GSSG
(0,5 mM ¢és 1mM) kezelések Ch-ben. A tobbi kezelés jelentés novekedést indukalt az
expresszidjaban (12C. abra). Az alkalmazott kezelések dontd tobbsége novelte a VRN1
kifejezodését Tsp-ben. A Tsp-ben mért VRN1 transzkripcids szint 2-10-szer nagyobb volt,
mint a Ch-ben. A viragzas szabalyozasaban résztvevo gének koziill a VRN3 expresszios
valtozasait is vizsgaltuk kisérletiinkben, de bokrosodéasi csomdban nem volt detektalhato a
kifejezddése. A stressz-indukalt viragzas egyik szabdlyozd génjének, az OXIDATIVE
STRESS2-nek (OXS2) a kifejezédése megnovekedett tobb kezelés (1 és 2 mM AsA, NaCl,
H,0, és PEG) hatasara Ch-ben. Ugyanilyen hatassal voltak az expressziojara a GSH (2
mM), az AsA (2 mM) és NaCl kezelések Tsp-ben (12D. abra). Az OXS2 expresszidja tobb
kezelés hatasara is magasabb szintet mutatott Tsp-ben, mint Ch-ben. Az FKF1
expressziojanak mintdzatat is megvizsgaltuk, mivel jelentds szerepe van a virdgzas
idejének szabalyozasaban. Transzkripcidjat az 1 mM AsA, és az ozmotikus kezelések
indukaltak Ch-ben, mig Tsp-ben csak a nagyobb koncentracioban alkalmazott GSH emelte
meg a kifejezodését (12E. abra). A stressz indukalhaté Nuclear Factor YB2 (NF-YB2)
expressziojat a legtobb kezelés indukalta Ch-ben (12F. abra). A masik genotipusban (Tsp)
a2 mM GSH és a GSSG emelte az NF-YB2 expressziojat.
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12. abra. A redox és az ozmotikum kezelések hatasa a viragzast befolyasold gének expresszidjara alacsony

hémérsékleten. A ZCCT1 (ZINC-FINGER/CONSTANS, CONSTANS-LIKE 1) (A), ZCCT2 (B), VRN1
(vernalizdciés gén) (C), OXS2 (oxidativ stressz 2) (D), FKF1 (FLAVIN-BINDING KELCH-REPEAT-BOX1)

(E) és NF-YB2 (Nuclear factor YB2 ) (F) gének expresszios mintizatat vizsgaltuk bokrosodasi csoméban 7

nap (3 nap 20/17°C, 4 nap 5°C) kezelés utan. A normalizaldshoz endogén kontrollként a Ta30797 gént
hasznaltuk (Paolacci és mtsai. 2009). A vizsgalt csoportok Osszehasonlitasa egyutas ANOVA-val, majd
Tukey-féle post hoc teszt analizis alapjan tortént (P<0,05 %). A kiilonbozé betiivel jelolt értékek

szignifikansan kiilonboznek.

8.1.5. A kezelések hatasa a fagytiirésre

A kezelések fagytlirésre gyakorolt hatasat a membranok sériilésének relativ konduktancia
méréssel torténd meghatarozasaval vizsgaltuk levél szegmentumokban. A 3 hetes 5°C-0s
hidegkezelést kovetden 3 fagyasztasi homérsekletet (-11°C, -13°C és -15°C) alkalmaztunk,

melyeket eldzetes eredményeink alapjan valasztottunk ki.
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13. abra. A redox és az ozmotikus kezelések hatasa a Ch (A) és Tsp (B) levélszegmensek relativ
konduktanciajara a 3 hetes (5°C) hidegedzést és a -11°C és -13°C-os fagyasztast kovetéen. A 12 napos Ch és
Tsp novényeket 3 napig 20/17°C-on, majd még 4 napig 5°C-on kezeltiik. A nagyobb relativ konduktancia
értékek a sejtmembranok jelentés karosodasara és nagyfoka fagyérzékenységre utalnak. A vizsgalt csoportok
Osszehasonlitasa egyutas ANOVA-val, majd LSD-teszt analizis alapjan tortént (P<0,05 %). A kezeletlen

kontroll mintaktdl szignifikansan eltérd értékeket csillaggal jeloltiik.

Az alkalmazott kezelések dontd tobbsége fokozta a fagytiirést -11 és -13°C-on a fagytiird
Ch-ben (13A. abra). A relativ konduktancia értékek novekedtek a 2 mM GSH, a 0,5 mM
GSSG, mindkét AsA koncentracid és a 15% PEG kezelés utan -11°C-on a fagyérzékeny
Tsp-ben, ami a fagytiréképesség csokkenését jelzi (13B. abra). A tobbi kezelés nem
okozott szignifikans valtozasokat a konduktancidban. A Ch-val ellentétben a -13°C-0s
fagyasztas letalis volt a Tsp-re mind kontroll koriilmények kozott, mind a vegyszeres

kezeléseket kovetden. -15°C-on is végeztiink fagytesztet, de ezen a hdmérsékleten az
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ionkidramlds mar mindkét genotipusban 100%-0s volt, ami a sejtmembranok letalis

karosodasara utal.

8.1.6. A kezelések hatasa a virag primordium kezdeti fejlédésére és a hajtascsucsok total

c sy

A virag primordium kezdeti fejlédését a hajtascsucsok (apexek) morfoldgidjanak a
vizsgalataval kovettiik nyomon a 3 hetes regeneracios periodust kovetden. A fejlodési
habitusnak megfeleléen az 6szi bliza, Ch apexek csak az elongécios szakasz kezdetén (1.
fejlodési fazis), mig a tavaszi Tsp esetében mar a novekvd kalaszkezdemény fazisban (4.
fazis) voltak ekkor a Gardner féle skala (1985) szerint (14. abra, 2. melléklet). A Ch-ben az
apex fejlodését nem befolyasoltak a kezelések (0, 1 fejlodési fazis), de a Tsp-ben a
kezelések tobbsége (kivéve a 0,5 mM GSSG) felgyorsitotta azt (kontroll: 4, kezelt: 5, 6).
Az izolalt apexeket zold fluoreszcens festékkel (H,DCFDA) festettik meg, hogy
detektaljuk az a total ROS-0k mennyiségét a 3 hetes regeneracios fazis végén. Az AsA (1
mM ¢és 2 mM), a GSH (1 mM ¢és 2 mM) és az 1 mM GSSG kezelések hatdséra enyhén
megnovekedett a ROS-ok mennyisége Ch-ben, mig Tsp-ben jelentds valtozast nem

tapasztaltunk.
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Kontroll 2mMGSH 1mMGSSG 2 mM AsA

Ch
festés Nativ

Fluoreszcens

Nativ

Tsp

Fluoreszcens
festés

ey

hetes regeneracios fazis végén hajtascsucsot izolaltunk, hogy megvizsgaljuk a kezelések hatasat az apexek
fejlédésére (1. és 3. sor) és detektaljuk a peroxidok mennyiségét (2. és 4. sor). A tobbi kezeléshez tartozo
fotokat a 2. melléklet tartalmazza. A nativ fotdk jobb sarkaban 1év6 szamok a fejlodési fazisokra utalnak. O:
vegetativ apex; 1: az elongacidés szakasz kezdete; 2: egyszeres beflizddés, 3: kettds beflizddés,
vegetativ/generativ atmenet; 4: novekvé kalaszkezdemény; 5: pelyvalevél kezdemény. A vonal 200 pm-t

jelez.
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8.2. A szabad aminosavak mennyiségének redox szabalyozasa ludfiiben

8.2.1. Az aszkorbat és a glutation mennyiségének és redox allapotanak valtozasai

Kisérletiinkben a redox kezelések szabad aminosavakra gyakorolt hatdsat vizsgaltuk
vadtipusu ludfitbben és glutation-, illetve aszkorbat-hidnyos mutansokban. A kezelések
hatasara megvaltozott a sejtek redox allapota, mely valtozast a glutation és az aszkorbinsav

redukalt és oxidalt formdinak mérésével kovettiik nyomon. Ezen kiviil a glutation egyik

prekurzora (¥-glutamil-cisztein) és bomlasterméke (ciszteinil-glicin) esetében a redukalt és

oxidalt formainak mennyiségét és aranyat is vizsgaltuk a 3 napos kezelés utan.

Varakozasunknak megfelelden a redukalt aszkorbat tartalom az AsA-hidnyos vtc2-
1 mutdnsokban 75%-kal volt alacsonyabb a vadtipusi ndvényekben mért AsA
koncentraciohoz képest kontroll kériilmények kozott (15A. abra). Erdekes modon az AsA
vadtipusban mért szintet a vtc2-1 mutans novényekben. Mindezen til a GSH kezelés
hatasara szignifikansan megnétt az AsA mennyisége a Col-0 és pad2-1 mutansokban is. A
tobbi kezelés koziil csupan a H,O, emelte meg az AsA szintjét pad2-1 mutansokban a
kontroll Col-0 névényekben mért értékhez képest. A DHA koncentracidban a kezelések
nem okoztak szignifikans valtozast (15B. abra). A vic2-1 novényekben az AsA/DHA arény
minden kezelés esetében alacsonyabb volt a kontroll Col-0 névények AsA/DHA ardnydhoz
képest (15C. abra). Az aszkorbat oxidalt és redukalt formainak ardnyara a kezelések nem

hatottak, kivéve a GSH kezelést a Col-0 genotipusban, ahol ez az érték lecsokkent.

A kontroll Col-0-hoz képest a pad2-1 novényekben 82%-kal kevesebb GSH-t
mértiink (15D. abra). Ez az igen alacsony GSH tartalom minden kezelés hatdsara

novekedett a glutation-hidnyos noévényekben. Az AsA, DTT és H,0O, kezelések csak kis

crer

novényekben elérte a Col-0 ndvények GSH szintjét. A GSH mennyisége a H,O, kezelést

kivéve, minden kezelés hatasara lecsokkent a vadtipusu névényekben a kontrollhoz képest.
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15. abra. A redox kezelések hatdsa a glutation és aszkorbat mennyiségére és redox allapotara. Az 5 hetes
Col-0 (vadtipus), a vtc2-1 (aszkorbat-hianyos mutans) és a pad2-1 (glutation-hianyos mutans) névényeket
kiilonboz6 redukaloszerekkel (GSH: glutation, AsA: aszkorbat, DTT: ditiotreitol; mindegyik 4 mM) és egy
oxidalészerrel (10 mM H,0,) kezeltiikk 3 napig. A: aszkorbinsav (AsA); B: dehidro-aszkorbinsav (DHA); C:
AsA/DHA arany; D: glutation (GSH); E: glutation-diszulfid (GSSG); F: GSH/GSSG arany. A vizsgalt
csoportok Osszehasonlitasa egyutas ANOVA-val, majd LSD-teszt analizis alapjan tortént (P<0,05%). A

kezeletlen kontroll (Col-0) mintaktol szignifikansan eltéré értékeket csillaggal jeloltiik.
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A vtc2-1 mutansokban a GSH kezelés megemelte, az AsA pedig csokkentette a GSH-
szintjét. A GSSG mennyisége mindharom genotipusban megnovekedett a GSH kezelés
hatasara. Emellett még szignifikans emelkedést tapasztaltunk AsA kezelés utan vadtipust
novényekben (15E. abra). A GSH/GSSG arany kontroll koriilmények kozott a pad2-1
mutansokban kisebb, mig a vtc2-1 novényekben nagyobb volt a vadtipushoz képest (15F.

abra).
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16. abra. A redox kezelések hatasa a y-glutamilcisztein és ciszteinil-glicin mennyiségére és redox allapotara.
Az 5 hetes Col-0 (vadtipus), vtc2-1 (aszkorbat-hidnyos mutans) és pad2-1 (glutation-hianyos mutans)
mindegyik 4 mM) és egy oxidaldszerrel (10 mM H,0,) kezeltiik 3 napig. A: y-glutamilcisztein (y-EC); B: y-
glutamilcisztin (y-ESSE); C: y-EC/y-ESSE arany; D: ciszteinil-glicin (Cys-Gly); E: cisztinil-glicin (CySS-
Gly); F: Cys-Gly/CySS-Gly. A vizsgalt csoportok Gsszehasonlitasa egyutas ANOVA-val, majd LSD-teszt
analizis alapjan tortént (P<0,05%). A kezeletlen kontroll mintaktol szignifikansan eltér6 értékeket csillaggal

jeloltiik.
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A GSH és AsA kezelések csokkentették a GSH/GSSG aranyt mindharom genotipusban,

mig a DTT és a HyO; kezelések a Col-0 ndvényekben hatottak hasonldan.

Ellentétben a GSH-val, perkurzoranak, a Yy-glutamil-ciszteinnek (y-EC) a

mennyiségére nem voltak nagy hatdssal a mutaciok és a kezelések, hiszen csak a GSH

kezelés novelte a szintjét a pad2-1 mutansban (16A. abra). Az oxidalt forma, a y-glutamil-

cisztin (y-ESSE) esetében viszont a GSH mindharom genotipusban, az AsA kezelés a

vadtipusban és a DTT a vitc2-1 mutansban idézett eld ndovekedést a kontroll Col-0

novényekhez képest. (16B. abra). A y-EC/y-ESSE aranyra a GSH ¢és ASA kezelések

hatottak (16C. abra). A H,O, novelte az aranyt a vic2-1-ben. A GSH hatasara kisebb lett
Col-0 és vtc2-1 esetében, mig az ASA a pad2-1 és Col-0 novényekben csokkentette ezt a

paramétert.

A glutation bomlastermékének, a ciszteinil-glicinnnek (Cys-Gly) a koncentracioja
a pad2-1 mutansokban kontroll koriilmények kozott is igen nagy volt a vadtipushoz képest.
Ez a koncentracidé a kezelések utan is megfigyelhetd volt, s6t a GSH kezelés tovabb
novelte. Ezen kiviil a Col-0-ban a GSH és a DTT, a vtc2-1-ben pedig a DTT hatasara volt
nagyobb a kezeletlen Col-0-hoz képest (16D. abra). A cisztinil-glicin (CySS-Gly)
megemelte a szintjét (16E. abra). A DTT a Col-0 ¢és a vtc2-1 névényekben, a H,0O, pedig a
pad2-1 mutansban idézett el6 novekedést az oxidalt forma mennyiségében. A Cys-
Gly/CySS-Gly aranyaban a kezelések és a mutaciok nem okoztak szignifikans valtozast a

kezeletlen Col-0-hoz képest (16F. abra).

8.2.2. A kezelések hatasa a hidrogén-peroxid tartalomra

Az AsA-GSH ciklusban leboml6 H,O, mennyiségét is vizsgaltuk a redox kezeléseket
kovetéen. A pad2-1 mutansban kontroll korilmények kozott nagyobb volt a
koncentracioja, amit a Col-0-ban mért érték, és ez a kiilonbség a kezelések utan is
megmaradt a DTT-t kivéve. A masik két genotipusban nem figyeltiink meg szignifikans

valtozast a H,O; szintjében a kezeletlen Col-0-hoz képest (17. abra).
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17. abra. A redox kezelések hatasa a hidrogén-peroxid tartalomra. Az 5 hetes Col-0 (vadtipus), vtc2-1
(aszkorbat-hidnyos mutans) és pad2-1 (glutation-hianyos mutans) névényeket kiillonb6z6 redukaloszerekkel
(GSH: glutation, AsA: aszkorbat, DTT: dithiotreitol; mindegyik 4 mM) és egy oxidaloszerrel (10 mM H,0,)
kezeltik 3 napig. A vizsgalt csoportok Osszehasonlitasa egyutas ANOVA-val, majd LSD-teszt analizis
alapjan tortént (P<0,05%). A kezeletlen kontroll mintaktol szignifikansan eltérd értékeket csillaggal jeloltiik.

8.2.3. A redox kezelések hatdsa az oldhat6 fehérjetartalomra

A vadtipushoz képest szignifikdnsan nagyobb fehérjetartalmat mértiink a mutans
genotipusokban (vic2-1, pad2-1) kontroll koériilmények kozott (18. abra). Ez a nagy
fehérjeszint a pad2-1 mutans novényekben a kezelések hatasara lecsokkent, mig az
aszkorbinsav-hianyos névényekben az AsA és DTT kezelések tovabb novelték. A H,0,
kezelés csokkentette a fehérjék mennyiségét vic2-1 novényekben. A vadtipusban a DTT

kivételével a tobbi kezelés emelte a fehérjetartalmat.
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18. abra. A redox kezelések hatasa a fehérjetartalomra. Az 5 hetes Col-0 (vadtipus), vtc2-1 (aszkorbat-
hidnyos mutans) és pad2-1 (glutation-hidnyos mutans) névényeket kiilonb6z6 redukaldszerekkel (GSH:
glutation, AsA: aszkorbat, DTT: dithiotreitol; mindegyik 4 mM) és egy oxidalészerrel (10 mM H,0,)
kezeltiik 3 napig. A vizsgalt csoportok Osszehasonlitisa egyutas ANOVA-val, majd LSD-teszt analizis
alapjan tortént (P<0,05%). A kezeletlen kontroll mintaktol szignifikansan eltérd értékeket csillaggal jeloltiik.

8.2.4. A redox kezelések hatasa a szabad aminosav szintekre

Kisérletiinkben 28 aminosav koncentracidjanak valtozasait vizsgaltuk a 3 napos redox
kezelések utan. Kontroll koriilmények kozott az Osszes szabad aminosav tartalom
magasabb volt a mutans genotipusokban a vadtipushoz képest (19A. abra). A GSH ¢és a
H20, novelte az aminosavak 6sszmennyiségét mindharom genotipusban, mig az AsA a két
mutansban. A DTT nem okozott szignifikdns valtozast. A legnagyobb hatdst a GSH
kezelés okozta a pad2-1 novényekben, ahol 2-4 szer nagyobb szabad aminosav tartalmat
mértiink a tobbi kezeléshez képest (19A. 4dbra). A kiillonbzé aminosav csalddok ardnyanak
valtozasat is megfigyeltiik a kisérletiinkben (19B. abra). A glutaminsav (~50%) és az
aszparaginsav (~30%) csaladok aranyai voltak tobbnyire a legnagyobbak. Viszont a GSH
kezelés lecsokkentette az ardnyukat mindharom genotipusban, €s ezzel parhuzamosan az

egyéb aminosavakat tartalmazo csoport néhany %-r6l kozel 40%-ra ndvekedett.
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19. abra. A redox kezelések hatasa az Gsszes szabad aminosav tartalomra (A) €s az aminosav csaladok
aranyara (B). Az 5 hetes Col-0 (vadtipus), vtc2-1 (aszkorbat-hidnyos mutans) és pad2-1 (glutation-hianyos
mutans) novényeket kiillonbozé redukaldszerekkel (GSH: glutation, AsA: aszkorbat, DTT: ditiotreitol;
mindegyik 4 mM) és egy oxidaloészerrel (10 mM H,0,) kezeltik 3 napig. A vizsgalt csoportok
Osszehasonlitasa egyutas ANOVA-val, majd LSD-teszt analizis alapjan tortént (P<0,05 %). A Kkezeletlen
kontroll (Col-0) mintaktdl szignifikansan eltérd értékeket csillaggal jeloltiik.

A szerin csalad aranya a kezelések hatasara nagyobb lett mindegyik vizsgalt genotipusban,

kivéve a GSH kezelést.

A kezelések és a mutaciok szabad aminosavak koncentraciojara gyakorolt hatasat
egy hierarchikus klaszterezéssel készitett hdtérképen is dbrazoltuk a nagy mennyiségii adat
jobb attekinthetOsége végett (20. dbra). A szabad aminosav tartalmakat a kontroll Col-0
novényekben mért értékekhez hasonlitottuk. A kezelések koziil a GSH hatasa volt a
legjelentésebb. A pad2-1 mutansban a legtobb vizsgalt aminosav koncentracidja
megemelkedett a kezelés utan. A masik két genotipusban is megfigyelhetd volt ez a hatas,
de joval kisebb mértékben. Az AsA-GSH ciklus masik két résztvevdje, az AsA és a HyO; IS
szamos szabad aminosav koncentraciojara volt hatassal. A kezelések tobbnyire emelték az

aminosavak szintjét, habar néhany esetben szignifikans csokkenést idéztek eld. Erdekes
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modon a szintetikus redukaloszer, a DTT széleskor(i hatasa elmaradt, hiszen csak a cisztein
(Glu, GIn, Orn, Pro) is hasonléképpen valtozott a koncentracioja kezelések utan. A tobbi
klaszterbe kiilonb6z6 csaldadokba tartozo olyan aminosavak keriiltek, melyek
koncentracioja jelentds valtozasokat mutatott a kezeléseket kovetéen. A NPAAs csoportbol
az Aaa, a Cysta (cisztation) és az Aba (a-amino vajsav) mennyisége nétt meg kimagasloan
GSH kezelés hatasara. Habar tobb mas aminosav koncentracional is tapasztaltunk valtozast
(foleg novekedést), de ezek az értékek nem voltak szignifikdnsak a kontroll Col-0 szabad
aminosav értékeihez képest. Az Osszes aminosav tartalomban bekovetkezd valtozéasok
hasonloak voltak a glutaminsav csaldd tagjainadl mért valtozdsokhoz. Ez a hasonlosag a
glutaminsav csalad Osszes aminosav koncentracioban betoltott 50%-os aranyaval

magyarazhato.
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20. abra. A redox kezelések hatasa a szabad
aminosavak relativ mennyiségére a vizsgalt
genotipusokban (c: Col-0, p: pad2-1, v: vtc2-
1). Az Osszes értéket a kontroll Col-0-ban
mért értékkel normalizaltuk. Az 5 hetes Col-0
(vadtipus), vtc2-1 (aszkorbat-hidnyos mutans)
és pad2-1 (glutation-hianyos
kiilonb6z6  redukaldoszerekkel
AsA: DTT:
mindegyik 4 mM) és egy
H,0;) kezeltik 3

mutans)
ndvényeket
(GSH: glutation,
dithiotreitol;

aszkorbat,

oxidaloszerrel (10 mM

napig. A vizsgalt csoportok Gsszehasonlitasa

egyutas ANOVA-val, majd LSD-teszt
analizis alapjan tortént (P<0,05%). A
kezeletlen  kontroll  Col-0  mintaktol

szignifikinsan eltér6 értékeket csillaggal
jeloltik. A vizsgalt, fehérjét nem épitd
(NPAAs):  Aaa:
Aba:

aminosavak o-amino-

adipinsav; a-amino-vajsav;  Cit:
citrullin; Baiba: 3-amino-izovajsav; Bala: -
amino-propionsav; Cysta: cisztation; Gaba:

y-amino-vajsav; Orn: ornitin;
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21. abra. A szabad aminosavak aranya (%) a glutaminsav csaladban (A) és a szerin csaladban (B). Az 5
hetes Col-0 (vadtipus), vtc2-1 (aszkorbat-hianyos mutans) és pad2-1 (glutation-hianyos mutans) novényeket
kiilonboz6 redukaloszerekkel (GSH: glutation, AsA: aszkorbat, DTT: dithiotreitol; mindegyik 4 mM) és egy
oxidaloszerrel (10 mM H,0,) kezeltiik 3 napig. Az Orn 1 %-nal kisebb aranyban volt jelen a Glu csaladban,

igy nem keriilt abrazolasra.

A Pro aranya a glutaminsav csaladon beliil a legtobb kezelés hatasara novekedett
mindegyik genotipusban, mig a Gln és Glu ardanya csokkent a kezeletlen Col-0 értékeihez
képest (21A. abra). Az AsA, GSH és HyO, kezelés az Arg aranyaban is ndvekedést idéztek
el6. A szerin csaladban 85-90%-os arannyal a f6 aminosav a Ser volt minden mintanal,

kivéve a DTT kezelést, ahol a Cys 10-15%-0s aranyrdl 25-50%-osra n6tt (21B. abra).

Az aszparaginsav csaladban az Asp, Asn ¢és Thr egyiitt 90%-ot értek el, de aranyuk
csak kismértékben vagy nem valtozott a kezelések utan (22A. abra). A piruvat csaladban
az Ala-nak 70-75% aranya volt kontroll koriilmények kozott, ami a legtobb kezelés
hataséara lecsokkent. Ezzel a valtozassal parhuzamosan a Val és Leu arany novekedett a

kezelések utan (22B. abra). Két aroméas aminosav, a Tyr ¢és a Phe is kimutathato
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mennyiségben volt a mintainkban (22C. abra). Az aromds aminosavak csaladjaban a Phe
tartalom elérte a 65-75%-ot Col-0 és vtc2-1 novényekben, mig 35% volt pad2-1 esetében
kontroll koriilmények kozott. A pad2-1 genotipusban a Phe aranya megemelkedett az
Osszes kezelés hatdsara. A masik két genotipusban a DTT csokkentett az aranyat.
Mindezen az 5 aminosav csaladba tartoz6 aminosavakon kiviil 8 masik aminosavat is
kimutattunk (a His és 7 fehérjét nem kodold aminosav, 22D. dbra). Koziilik kiemelkedd
novekedést mutatott az Aaa, amelynek aranya ezen a csoporton beliil 15-20%-r61 85-90%-
ra ugrott GSH kezelést kovetden mindharom genotipusban. Az Aaa szintjében kisebb

novekedést tapasztaltunk az AsA és a H,O; kezeléseket kovetden a vic2-1 mutansban.

A redox szabdlyozéds és az aminosav anyagcsere kozotti kapcsolatot korrelacio
analizissel is sikeriilt megerdsiteniink. A genotipusok alapjan végzett elemzés révén a
redox paraméterek és szamos aminosav koncentracidja kozott nagyon szoros pozitiv
(r>0,9) korrelaciot talaltunk a vizsgalt genotipusokban: Col-0 — AsA (2); GSSG (2); pad2-
1 — AsA (9); GSH (13); GSSG (8); vtc2-1- AsA (2); DHA (3) (4. melléklet). A kezelések
alapjan végzett elemzésben a kdvetkezd redox paraméterek mutattak nagyon magas pozitiv
korrelacid iranyat a zardjelben jelezziik): Kontroll — DHA (+: 1; -: 8); GSH (+ :6; -: 5);
H.0, (+: 5 ; -: 3); GSH kezelés — ASA/DHA (+: 19); H,0, (+: 17); AsA kezelés — DHA
(+:7; -:2); GSH (+: 2; -: 6); GSSG (+: 2; -: 8); GSH/GSSG (+: 12); H,O, (+:13; -: 1);
DTT kezelés — DHA (+: 7; -: 3); GSH (+: 5; -: 3); GSSG (+: 4; -: 5); GSH/GSSG (+ 6; - 6);
H20; (+ 4; - 5); H20; kezelés — AsA (+ 2; - 8); DHA (+ 6; - 2); ASA/DHA (- 9); H,0, (+ 2;
- 7) (5. melléklet).
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22. abra. A szabad aminosavak ardnya (%) az aszparaginsav csaladban (A), a piruvat csaladban (B), az
aromas aminosavak csaladjaban (C) és az egyéb aminosavak csoportjaban (D). Az 5 hetes Col-0 (vadtipus),
vtc2-1 (aszkorbat-hianyos mutans) és pad2-1 (glutation-hianyos mutans) novényeket kiilonb6zo
redukaloszerekkel (GSH: glutation, AsA: aszkorbat, DTT: ditiotreitol; mindegyik 4 mM) és egy
oxidaloszerrel (10 mM H,0,) kezeltiik 3 napig.
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8.2.5. A prolin anyagcseréhez kotddd gének redox szabalyozasa

Kisérletiinkben tobb aminosav is igen érzékenyen reagalt az alkalmazott redox

kezelésekre. Ezek koziil a prolint valasztottuk ki génexpresszios vizsgalatokra, hiszen

amellett, hogy a legtobb mintaban valtozott a koncentracidja, szamos kisérletben igazoltak

a stresszvalaszban betdltott szerepét.
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23. abra. A prolin anyagcseréjében résztvevd gének relativ expresszioja. A prolin bioszintéziséhez (P5CS1,

P5CS2, OAT) és lebontasahoz (PDH, P5CDH) kapcsolodé gének expressziojat vizsgaltuk és a Pro valamint

prekurzorjai (Glu, Orn) szintjét is megmértiik a kisérletben. Az 5 hetes Col-0 (c, vadtipus), vtc2-1 (v,

aszkorbat-hianyos mutans) és pad2-1 (p, glutation-hianyos mutans) névényeket kiilonboz6 redukaldszerekkel

(GSH: glutation, AsA: aszkorbat, DTT: dithiotreitol; mindegyik 4 mM) és egy oxidaloszerrel (10 mM H,0,)

kezeltik 3 napig. Az expresszids szinteket minden genotipusban sajat kontrolljadhoz normalizaltuk. A

mutaciok hatasat a vizsgalt gének relativ expresszidjara (Col-0-hoz viszonyitott) kontroll koriilmények kozott

a jobb oldalon 1évé diagramon mutatjuk be. A normalizalashoz endogén kontrollként az Actin2 (Wang és

mtsai. 2014) gént hasznaltuk A vizsgalt csoportok Osszehasonlitasa egyutas ANOVA-val, majd LSD-teszt

analizis alapjan tortént (P<0,05%). A kezeletlen kontroll mintaktol szignifikansan eltéré értékeket csillaggal

jeloltiik.
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Megvizsgaltuk annak a lehetdségét, hogy a prolin szintjében bekovetkezd valtozasok az

anyagcseréjében résztvevo enzimeket kodold gének expresszids valtozasaibol erednek-e.

A Pro bioszintézis két utvonalon torténhet. Az OAT az egyik utvonalon szerepet
jatszo6 enzimet kodol. Az OAT transzkripcids szintje GSH kezelés hatdsara mindharom
genotipusban megnovekedett, mig a DTT és AsA kezelések csak a vic2-1 novényekben
novelték az expressziojat (23. abra). A PS5CR expresszidja kismértékii ndvekedést mutatott
AsA kezelés utan Col-0 és vic2-1 ndvényekben és H,O; hatasara minden genotipusban. A
masik utvonalon 1évé P5CS1 expressziojat az AsA kezelés novelte vadtipust
novényekben, mig a HyO, pad2-1 mutansban, a GSH pedig a vtc2-1-ben. A P5CS2 mas
expresszids mintazatot mutatott a kisérletben. Erdekes modon az expresszidja sokkal
magasabb volt kontroll koriilmények kozott és GSH hatasara a vtc2-1 mutansokban a
masik két genotipushoz képest. H,O, kezelésnél nagyobb expresszids szintet mutatott
pad2-1 mutansokban. Mindemellett az aszkorbat-hianyos mutansban a P5CS2 expresszios
szintje szignifikansan lecsokkent HyO; kezelés hatasara a kezeletlen kontroll novényekben

mérthez képest.

A prolin Kkatabolizmusban résztvevé két enzim génjének (P5CDH, PDH)
expresszids mintazatat is megvizsgaltuk. A PSCDH transzkripcids szintje nagyobb volt
H,0; kezelést kovetden mindhdrom genotipusban. Az AsA kezelés mindkét mutansban, a
GSH kezelés a pad2-1 mutansban novelte az expressziojat. A PDH kifejez6dését a GSH és
AsA kezelések Col-0 novényekben, mig a GSH és H,0; a pad2-1 mutansban novelte.

A genotipusok alapjan végzett korrelacié elemzés alapjan nagyon Szoros
korrelaciot (r>0,9) talaltunk néhany redox paraméter €s az Orn, a Glu mennyisége €s az
OAT kifejez6dése kozott pad2-1 mutansban. Ez a kapcsolat a masik két genotipus esetében
nem volt megfigyelhetd. A kezelésenként végzett analizis nagyon magas korrelaciot
(r>0,9) mutatott a redox vegyiiletek és a P5CS1, P5CS2, PSCDH, PDH és OAT gének
kifejezddése kozott AsA-kezelt ndvényekben. Hasonl6 nagyon szoros korrelaciot mutattak
a redox vegyiiletek a Pro koncentracioval és a PSCDH, OAT gének kifejez6désével DTT-

kezelt novényekben, mig a PDH gén kifejezodésével H,O,-kezelést kovetden.
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9. MEGVITATAS ES KOVETKEZTETESEK

9.1. A fagytirés és a virdg primordium kezdeti fejlédésének redox szabdlyozasa buzéban

9.1.1. A tiolok redox allapotanak mddositasa

A tiolok redox allapotdnak modositasa lehetdséget nyujt a fejlodés, novekedés és
stresszvalasz szabalyozasaban betoltott szerepiik tanulmanyozasa. Ez torténhet kiillonb6zo
vegyszerekkel, illetve a redox rendszerhez kapcsol6dd enzimek tultermeltetésével vagy
gatlasaval. A vegyszeres kezelés viszonylag egyszeriien kivitelezheté hidroponikus
kultaraban, a novények tdpoldatahoz adott vegyszerekkel. Hatranyaként emlithetd, hogy a
novények gyokere sokkal nagyobb hatdsnak van kitéve a hajtdshoz képest, mivel
kozvetlenill érintkezik az alkalmazott vegyszerekkel. Ezen kiviil a vegyszerek sokszor
egyéb nem kivanatos valtozasokat is eldidéznek. A redox homeosztazis vegyszeres
kezelésekkel torténd modositasat mar sikeresen alkalmaztdk névényi rendszerekben, mint
példaul kukoricdban (Kocsy ¢és mtsai. 2001). A masik megkozelitésben a redox
rendszerhez kapcsolddo enzimek gatlasaval, illetve tiltermeltetésével modosithato a sejtek
redox allapota. Ezzel a mddszerrel, sokkal specifikusabb és ellendrizhetobb valtozasokat
indukalhatunk. Erre nagyon jo példa, a glutation-S-transzferazt és a glutation peroxidazt
kodold gén tultermeltetése, amely megvaltoztatta a glutation redox allapotit és a

mennyiségét dohdnyban (Roxas €és mtsai. 1997).

Kisérletiinkben a glutation, a cisztein €s a hidroximetil-glutation redukalt és oxidalt
formainak mennyiségét és redox allapotat vizsgaltuk meg vegyszeres kezelést kdvetden. A
glutation redox stituszanak valtozdsa nagyobb hatdssal van a redox kornyezetre, mivel
koncentracioja 3-4-szer nagyobb a hidroximetil-glutationnal és 10-szer nagyobb a cisztein
mennyiségénél. A glutation idedlis redox allapotanak fenntartasa kulcsfontossagl a névény
¢életében, hiszen igazoltak, hogy a redukcios potencidljaban torténd 10-20 mV-os valtozas
csokkenti tobb novényfaj csirazasi képességét (Kranner és mtsai. 2006). A vizsgalt tiolok
redox allapotat jelentdsen modositottdk a tapoldathoz adott redukéloszerek, oxidaloszerek
¢s ozmotikumok kisérletiinkben. A glutation redox 4allapotira a GSH ¢és a GSSG
kezeléseken kiviil mas kezelések is hatottak. EbbOl arra kovetkeztethetiink, hogy a
glutation redox allapotanak valtozdsa nem a bioszintézisének ,,feed-back™ szabdlyozasabol

kovetkezik, hanem egy sokkal altalanosabb redox szabalyozési folyamat révén alakul ki.
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Az AsA és a HyO; kezelések az AsA-GSH cikluson keresztiil hathatnak a glutation redox
allapotara. A NaCl és a PEG kezelések hatdsara ozmotikus stressz indukalt HyO,
felhalmozodas torténik, amely ugyancsak befolyasolhatja a glutation redox statuszat. A
GSH/GSSG redoxpar redukcios potencidlja szignifikdnsan novekedett a kezeléseket
kovetden a fagytlird Ch-ben 20/17°C-on, mig Tsp-ben nem tapasztaltunk valtozast az
értékében. A vegyszeres kezelések hideggel (5°C) torténd kombindldsdnak hatdsara
hasonl6 valtozasokat figyeltiink meg a tavaszi genotipusban (Tsp), mint a Ch-ben 20/17°C-
on. Ezen genotipusok kozotti kiilonbségek adodhatnak a kombinalt kezelés eldtti
kiilonb6z6 antioxidans szintekbdl, mivel magasabb GSSG tartalom és Egshicsse értékek

voltak jellemzdek a fagytlird Ch esetében a fagyérzékeny Tsp-hez képest.

A glutationon kiviill masik két tiol, a cisztein és a hidroximetil-glutation is
befolyasolhatja a novényi sejtek redox kornyezetét, illetve a redox érzékeny molekuldk
aktivitdsat és struktardjat (Birti¢ és mtsai. 2011). Az alkalmazott kezelések csak a
diszulfidformdk mennyiségét és a redukcids potencidlt ndvelték a vizsgalt tioloknal
20/17°C-on Ch-ben. Alacsony hémérsékleten (5°C) viszont a glutation és cisztein redox
allapota hasonlé modon valtozott mindkét genotipusban. Az 1 mM ¢és a 2 mM GSH
kezelések ellentétes hatassal voltak a cisztein és a glutation redox 4&llapotara. Ez a
kiilonbség a cisztein szintézis kulcs enzimének, az adenozin-foszfoszulfat reduktaznak a
GSH ¢érzékenységével magyarazhatd (Bick és mtsai. 2001). Feltételezhetd az, hogy az 1
mM GSH kezelés nem hatott az APSR-re, mig a nagyobb koncentraci6 gatolta a
mikodését. Kovetkezésképpen a Cys és GSH mennyiségét csokkenti a 2 mM GSH
reduktdz gatlasaval magyarazhatjuk, amit a 2 mM GSH kezelés valtott ki (Chung és mtsai.
1991). Bar ujabban kimutattak, hogy a glutation reduktaz oxidaltabb formaban stabilabb
(Rao & Reddy 2008).

A hidroximetil-glutation esetében, ami egy glutation homoldég a Poaceae
csaladban, a hmGSSG mennyisége kontroll koriilmények kdzott minimalis volt Ch-ben,
habar a kezelések hatasara jelentésen megnovekedett. Ezzel ellentétben, Tsp-ben az
O0sszmennyisége lecsokkent a legtobb kezelés utan. A tavaszi €és Oszi buza genotipusok
kozott megfigyelt kiilonbség alapjan feltételezhetd, hogy a hmGSH/hmGSSG redoxparnak
specidlis szerepe van a hideg akklimatizaciot és a viragkezdemény kezdeti fejlodését
befolydsold redox-érzékeny molekuldk szabalyozasaban a pazsitfiifélek csaladjaban. A

hideg altal eldidézett redox valtozasok feler6sodtek a vegyszeres kezeléssel kombinalt
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alacsony homérséklet hatdsdra mindkét genotipusban. Ezt a jelenséget Soltész és mitsi is

megfigyelték (2011).

9.1.2. A fagytiirés redox szabalyozasa

A hideg akklimatizacid soran zajlé redox valtozasok jelent6ségét bizonyitja, hogy
szoros kapcsolatot mutattak ki a redox valtozasok és a fagytlirés kozott fiatal buza
novényekben (Soltész és mtsai. 2011). Ezen megfigyelést erésiti, hogy a redox és
ozmotikus kezelések hatdsara az oxidalt tiolok mennyisége nagymértékben megemelkedett
a fagytird Ch-ben. Ezzel parhuzamosan magasabb fagytiirési szintet figyeltiink meg Ch-
ben, mig Tsp-ben ez nem volt tapasztalhaté. A GSSG szintben torténd novekedésnek
fontos szerepe van a fagytiirés kialakitdsdban, amit alatdmaszt az is, hogy a magasabb so-
¢s hideg tolerancia magasabb GSSG szinttel jart egyiitt transzgénikus dohdnyban (Roxas és
mtsai. 1997). Mindezen tal a stresszhatasokat jobban tolerald buza genotipusban a
glutation redox allapota és mennyisége az érzékenyebb genotipushoz képest nagyobb
valtozasokat mutatott ozmotikus stressz hatasara (Kocsy és mtsai. 2004). A GSH és GSSG
aranyanak és mennyiségének valtozasai befolyasolhatjdk a ndvény anyagcsere folyamatait
a tiol/diszulfid atalakuldson vagy a fehérjék (de)glutationalasan keresztiil. A Cys/CySS és
hmGSH/hmGSSG ardnydban torténd valtozasok hasonld hatast gyakorolhatnak a
fehérjékre és igy a fagytlirésre is. A glutation redukcios potencialja és a fagytiirés kozott
egy kozepes mértékii korrelaciot talaltunk (r: 0,64) 6szi buza esetében, mig a tavaszi
bluzanal nem volt értékelhetd kapcsolat kozottiik (r: 0,08) (3. melléklet). Ebbdl kovetkezik,
hogy a kezelések altal indukalt redox valtozasok csak a Ch fagytiirését javitottak, ahogy ezt

a relativ konduktancia értékek is mutattdk -11 és -13 °C-os fagytesztet kdvetden.

A két genotipus kiillonbozéképpen reagalt a redox €és ozmotikus kezelésekre, amit
egy modellel szemléltetiink (23. dbra). A modell az Egshicss értékek, a génexpresszid, a
fagytlirés és a viragkezdemények fejlodése kozott talalt kiilonbségeken és korrelaciokon
alapszik. A kisérlet adataival végzett korrelacios elemzésbdl kiindulva az alkalmazott
vegyszerek eltérd modon hatottak a glutation redukcids potencialjara a két genotipusban. A
Ch-ben mar 20/17°C-on is ndvekedést indukaltak (20 mV), mig Tsp-ben csak 5°C-on volt
ez megfigyelhet6. Az Egshicsse értékeiben tapasztalt novekedés hozzajarulhatott ahhoz,

hogy a ZCCT2 expresszioja atlagosan kétszer nagyobb volt 5°C-on Ch-ben, mint a Tsp-
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ben. A ZCCT2 transzkripcios szintjének ez a kiilonbsége hatassal lehetett a két
genotipusban tapasztalt kiilonbozo6 foku fagytiirésre €s a viragkezdemény eltérd fejlodési
néhany kezelés utan volt megfigyelhetd. A ZCCT1 és ZCCT2 kifejezddése hasonlo
korrelaciot mutatott a megvizsgalt gének transzkripcids szintjével. A ZCCT2 redox
érzékenysége a masik genotipusban (Chinese Spring tavaszi buza) is kimutathat6 volt egy
rovid HyO; kezelés hatasara, ahol a kezelés 3. orajaban az expresszidja 2-3-szorosra nott
(Kocsy G. nem publikalt eredmények). A ZCCT1 és ZCCT2 expresszidjat a VRNL gatolja
(Chen & Dubcovsky 2012), melyet korrelacids elemzésiink is megerdsitett, hiszen negativ
korrelaciot talaltunk kozottik mindkét genotipusban. A Tsp-ben a ZCCT2 kifejezédése
nagymértékben, mig az 6szi genotipusban csak kis mértékben csokkent. Igy az utobbiban
az expresszids szint még elegendd volt ahhoz, hogy a VRN3-at gatolja és a ndvények
vegetativ fejlédési fazisban maradjanak. A korrelacidelemzés megmutatta, hogy a nagyobb
ZCCT2 expressziohoz nagyobb CBF14 ¢s COR14b expresszié tarsult Ch-ben a Tsp-ben
tapasztaltakhoz képest (3. melléklet). Megfigyeltiik, hogy a fagytlirésben fontos szerepet
jatszo CBF14, COR14b és sSAPX1 expresszidjat a GSSG novelte, mig a GSH-nak nem volt
ilyen hatésa. Ezen eredményiinkhéz hasonldéan dohényban is kapcsolatot talaltak a GSSG
tartalom és a stressz tolerancia kozott (Roxas és mtsai. 1997). Az NF-Y és a ZCCT2
fehérjék kozotti interakcid alapjan (Li és mtsai. 2011) az NF-Y is részt vehet a hideg
indukalhat6 gének szabalyozasaban. A CBF14 és NF-YB kifejez6dése kozotti negativ
korrelaciobol modelliink alapjan arra kdvetkeztethetiink (3. melléklet), hogy a CBF14
gatolhatja az NF-YB-t. Az NF-YB gatlasa a ZCCT2 expressziojanak csokkentésével jarhat
egylitt, kialakitva egy ,,feed-back™ szabdlyoz6 hurkot a virdgzasi id6 szabalyozasa és a

hidegedzdédés kozott.
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24, abra. A ZCCT2 kozponti szerepe a fagytlirés és a virag primordium kezdeti fejlédésének redox
szabalyozasaban buzaban. A redox kezelések és ozmotikumok kiilonb6z6 idejii és szintli valtozasokat
indukaltak az Egspjsss értékekben és a ZCCT2 expresszidjaban Ch-ben (baloldal) és Tsp-ben (jobboldal). A
nagyobb ZCCT2 transzkripcids szint a Ch-ban olyan gének megemelkedett kifejezédésével jart egyiitt
(CBF14, APSR és sAPX1), melyek részt vesznek a fagytiirés kialakitasiban. Az NF-YB hatassal lehetett egy
szabalyozé hurkon keresztil a ZCCT2-re, ami befolyasolhatta az ABA- fiiggd fagyttirést az NCED1-en
keresztiil. Az alacsonyabb ZCCT2 szint Tsp-ben a virdgkezdemény kezdeti fejlddését szabalyozd gének
(OXS2, FKF1, VRN1) indukcidjaval jart egyiitt. A folytonos vonal korrelacidelemzések alapjan feltételezett
kapcsolatot jelez (vékony vonal: kdzepes korrelacid, vastag vonal: szoros korrelacid), mig a szaggatott vonal
irodalmi adatok alapjan feltételezett kapcsolat. Az 6sszekotd vonalak végén a nyilhegy pozitiv, a merdleges
vonal negativ korrelaciot jelol. 1: (Foyer & Noctor 2011); 2: (Li és mtsai. 2011); 3: (Vaguajfalvi és mtsai.
2000); 4: (Galiba és mtsai. 2009).

Hasonlé szabalyozasi Gtvonalat irtak le ladfilben, melyben a CBF1, a SOC1 és az FLC
(ZCCT2 ortolog) gének vettek részt (Seo és mtsai. 2009). Az Egshicsse €rték valtozasai
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nemcsak a ZCCT-n keresztiil, az ABA-tol fliggetleniil befolyasolhatjak a fagytlirésben
szerepet jatszo gének kifejezddését, hanem az NCED1 (ABA szintézis egyik kulcsenzimét
kodolja) transzkripcidjanak szabalyozasa révén, az ABA-tol fiiggd tton is (Foyer & Noctor
2011). Modelliink szerint az NCED1 részvételével kialakulhatott egy kapcsolat a hideg
indukalhat6 gének ABA-fiiggetlen és ABA-fiiggd szabalyozasa kozott az NF-YB-n
keresztiil, mely kolcsonhatasba 1ép mind az ABA-fiiggd jelatvitel transzkripcids
faktoraival, mind a ZCCT2-vel (Kumimoto ¢s mtsai. 2013; Li és mtsai. 2011). Kisérleteink
nem erdsitették meg a fagytiirés ABA-fliggd, kozvetlen redox szabalyozéasat, mivel nem
talaltunk korrelaciét az NCED1 expresszidja és az Egspiessc értékek kozott. Azonban az
NCEDL1 kifejez6dése szoros korrelaciot (r: 0,72 és 0,82) mutatott az APSR és az SAPX1
transzkripcids szintjével. Az APSR ¢és SAPX1 gének expresszidja kozott nagyon szoros
korrelaciot talaltunk (r: 0,94) Ch-ben, amely az AsA-GSH cikluson keresztiil torténd
Osszehangolt szabalyozasukkal magyarazhatd. Mindezeken tul a redox valtozasok és a
fagytiréshez kapcsolodd gének expresszidja kozott talaltunk korrelaciot (3. melléklet) Tsp-
ben is. A ZCCT2 kifejez6dése szoros pozitiv korrelaciot mutatott a CBF14, a COR14b és a
CAB expressziojaval. A CAB gén expresszidja a CBF14, a COR14b ¢és az APSR gének
expresszidjaval korrelalt. Ezeknek a géneknek az expresszidja alacsony szinten volt Tsp-
ben, ami az alacsony ZCCT2 transzkripcids szinttel magyarazhatd. A fagytlirés és a
génexpresszios kiillonbségek kozotti kapcsolatot szubsztiticios vonalak dsszehasonlitdsaval
is igazoltak (Kocsy és mtsai. 2010), melyekben a CS5A kromoszomajat a Ch vagy a Tsp
SA (a vernalizaciot és a fagytlirést szabalyoz6 Vrn és Fr lokuszokat térképezték erre a
kromoszémara) kromoszomaja helyettesiti. Ebben a kisérletben kortilbeliil 100 gént
talaltak, amelyre a Tsp 5A kromoszémaja hatassal volt. A Ch 5A kromoszdméaja viszont

150 gén kifejez8dését befolyasolta.

A glutation redukcids potencidljaban indukalt valtozasok kiilonbozdképpen
hatottak a viragzads gatlasdban résztvevd ZCCT2-re a két genotipusban, amely eltérd
hatassal volt a fagytiirésre. A Tsp-ben kisebb fagytiirést tapasztaltunk, mig a Ch-ben
nagyobb fagytlirést figyeltiink meg a kezelések utan.
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9.1.3. A virag primordium kezdeti fejlddésének redox szabalyozasa

A két vizsgalt genotipus eltérden reagalt a vegyszerekre és a hideghatasra. A kezeléseket
kovetden a Ch fagytlirése megndtt, mig a novekedése lelassult. Ezzel szemben a tavaszi
genotipusnal teljesen mas adaptacios stratégiat figyeltiink meg, hiszen a gyokerek ¢€s
hajtasok novekedése illetve a virdg primordium kezdeti fejlédése felgyorsult. A kombinalt
kezelést (hideg+vegyszer) kovetden a GSSG tartalom megndvekedett, ami a virdgzas
megindulasanal leirt jelenség ludfilben (Hatano-lwasaki & Ogawa 2012). A GSSG
tartalom finom szabalyozasanak fontossagat bizonyitja, hogy a nagyobb koncentraciénak
erdsebb hatdsa volt a viragkezdemény kezdeti fejlodésére Tsp-ben. Feltételezziik, hogy a
glutation redox allapotatol fiiggd redox valtozasok az egész anyagcserét, igy a ndvények
fejlodését ¢és novekedését is befolyasolhatjak. Mint ahogy buzaban is megfigyeltiik,
ludfiiben is részt vesz az AsA a virdg primordium kezdeti fejlédésének szabalyozasaban.
Megéllapitottak, hogy a virdgzas késobb kovetkezik be AsA-hianyos mutdnsokban hosszu
nappalos megvilagitdson (Barth és mtsai. 2006). Habar egy korabbi kisérletben a
virdagkezdemény fejlédési allapota nem korrelalt a kiilonbdz6 antioxiddnsok belso
szintjével a 3 hetes hideg edzés soran (Soltész és mtsai. 2011), a redox kezelések hatasara a
virdg primordium kezdeti fejlédése felgyorsult a hideg kezelést kovetd regeneracios
periodusban. Ez az ellentmondas tobbféle médon magyarazhatd. Egyrészt lehetséges, hogy
kiilonb6z6 redox folyamatok zajlanak a hideg kezelés alatt és az utdana kovetkezd
regeneracios fazisban. Masrészt a kiils6leg hozziadott redox vegyszerek drasztikus
hatassal lehettek a virdgkezdemény fejlédésére. Az aszkorbinsav és a glutation redox
allapota és koncentracioja hatassal lehet a viragzasra a HyO, szabalyozéasa révén, ami az
AsA-GSH cikluson keresztiil valosul meg. Ezenkiviil korrelaciot talaltak az aszkorbat-
peroxidaz aktivitasa, a HoO; szintje és a viragzasi id6 kozott aszkorbat-peroxidaz hidnyos
mutédns, vadtipusti és aszkorbat-peroxidazt taltermeld ludfii novények vizsgalata soran
(Chai és mtsai. 2014). A H,0, viragzas-szabalyozasban betoltott szerepét az is mutatja,
hogy hatasdra a CONSTANS-LIKE fehérje expresszioja megndvekedett (Blanvillain és
mtsai. 2011). Felallitottak egy modellt a stressz-indukalt korai viragzas genetikai hatterét
leird eredmények alapjan, amely a virdgzas redox szabdlyozasit mutatja be (Kocsy és

mtsai. 2013).

Kisérletiinkben a GSH-fliggd redox valtozdsok nagyobb mértékben gatoltdk a ZCCT2

expresszidjat Tsp-ben, mint Ch-ban (12B. abra). Mivel negativ korrelaciot talaltunk a
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ZCCT2 és a VRN1 transzkripcios szintjei kozott, feltételezhetd, hogy a csokkendé ZCCT2
expresszié VRN1 kifejezddésének novekedésével jar egyiitt. E két gén kapcsolatarol Chen
és mtsi (2012) kozoltek eredményeket, miszerint a VRN1 gatolja a ZCCT2 kifejezddését
buzaban. A ZCCT2 interakcidba 1épve az NF-YB-vel egyiittesen szabalyozhatja a VRN1
transzkripcids szintjét egy szabalyoz6 hurkon keresztiil. Ezen az tutvonalon az NF-YB
pozitiv hatdssal lehet a VRN1 expressziojara (Li és mtsai. 2011) (12. abra). A VRN1
feltételezett redox szabalyozasat az tamasztja ala, hogy kifejezdédése sokkal nagyobb volt
Tsp-ben a legtobb kezelés hatasara a kontroll novényekhez képest. Mindezen tal a VRN1
pozitiv hatassal volt az OXS2 és FKF1 génekre, melyek a viragzast segitik el6. Az
elézéekben leirtak alapjan, a virdg primordiumok fejlodése felgyorsult a kezeléseket
kovetden Tsp-ben. Habar a korrelacio-analizis kisérletiinkben nem mutatott semmiféle
kozvetlen kapcsolatot a ZCCT2, OXS2 és az FKF1 kifejez6dése kozott, a ZCCT2
aktivalhatja az OXS2-t és az FKF1-t az NF-YB-n és a VRN1-n keresztil. A redox
valtozasok (Egsmiesse) OXS2 kifejezdédésre  gyakorolt direkt hatasa az ABA
kozremiikodésével valdsulhat meg, amely feltevés az Egsnigssc €¢s NCED transzkripcids
szint kozott talalt pozitiv korrelacion alapszik (12. abra). Tovabba az is erdsiti
hipotézisiinket, hogy ludfiiben az ABA ¢és az OXS2 befolyésolja a szarazsag indukalt korai
viragzast hosszi nappalon (Riboni és mtsai. 2013). A virdg primordium kezdeti
fejlédésének felgyorsuldsa a Tsp-ben a fagytlirés csokkenésével jart egyiitt, amit a hideg
indukalhat6 gének géatlasaval magyarazhatunk (Galiba és mtsai. 2009). A virdgkezdemény
kezdeti fejlodésével kapcsolatos gének expresszidjanak redox szabalyozasat nem csak Tsp-
ben, hanem Ch-ben is sikeriilt megfigyelni. A kismértékii OXS2 és FKF1 kifejez6dés
Osszefiiggésben lehet a ZCCT2 magas szintjével a koztiik 1évé negativ korrelacio alapjan
(3. melléklet). A viragzas ¢és a hidegtlirés szabdlyozdsdnak buzdhoz hasonld

Osszehangolésat ludfiiben is leirtak (Barth és mtsai. 20006).
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9.2. A szabad aminosavak mennyiségének redox szabalyozasa ludfiiben

9.2.1. Az aszkorbat és a glutation mennyiségének és redox allapotanak valtozasai

Az eldz6 fejezetben leirtak szerint a sejtek redox allapota mind vegyszeres kezelésekkel,
mind a ROS-ok és antioxidansok anyagcseréjének modositasaval befolyasolhatd. A redox
allapot kontrolljaban fontos AsA-GSH ciklus szabad aminosav-koncentraciora és aranyra
kifejtett hatasat ennek megfelelden kétféleképpen vizsgaltuk meg. Az egyik megkozelités
soran AsA-hianyos vtc2-1 és GSH-hianyos pad2-1 Iudfii mutansokat hasonlitottunk dssze
vadtipustt Col-0 ndvényekkel kontroll koriilmények kozott. Az irodalmi adatoknak
megfeleléen sokkal alacsonyabb AsA ¢és GSH szinteket mértiink a vtc2-1 és pad2-1
mutansokban (Conklin és mtsai. 2000; Parisy és mtsai. 2007). Erdekes modon a pad2-1

mutdnsokban a Y-EC tartalom nem csokkent le a masik két genotipushoz képest kontroll
koriilmények kozott, annak ellenére, hogy a mutacié a ¥-EC szintetazt kodold génben van.

Erre az szolgalhat magyarazatul, hogy a glutation szintézis soran a Y-EC felhasznalas

intenziv és gyors volt a masik két genotipusban. Mindemellett a pad2-1 mutansokban

tapasztalt nagy Cys tartalom a mérsékelt ¥-EC képz6déssel magyarazhaté. Erdekes modon

a glutation bomlasa soran keletkezé Cys-Gly 5-szor nagyobb mennyiségben volt jelen a
pad2-1 mutansokban, tehat a glutation metabolizmus teljes felborulasat figyelhetjiik meg

itt.

A masik megkozelités szerint vadtipust és mutans ladfli névényeket kezeltiink
kiilonféle redukaloszerekkel (AsA, GSH és DTT) és egy oxidaloszerrel (H,0;). Az AsSA, a
GSH és a H,0; a redox szabalyozas egyik kulcs folyamatanak, az AsA-GSH ciklusnak a
komponensei. A DTT egy erds szintetikus redukéloszer, melynek eldallitasara a ndvények
nem képesek. Habar a kezelések nem hatottak az AsA-ra, a glutation mennyiségét és redox
allapotat a legtobb kezelés moddositotta. Ez azzal magyaradzhatd, hogy a glutation kisebb
koncentracioban van jelen a ndvényekben, igy érzékenyebben reagal a kiilonféle redox
kezelésekre. Ezen tulajdonsagdbdl adodik, hogy univerzalis stressz markerként is
hasznaljak a glutation mennyiégének és redox allapotanak valtozasat (Kranner és mtsai.
2006). Kisérletiinkben a GSH-kezelés hatasara mindharom tiol oxidalt formainak a

mennyisége novekedett a vizsgalt genotipusokban, melynek oka a GSH felesleg redukal6
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enzimekre kifejtett gatld hatdsa lehetett. Novényekben erre utaldo eredmények még nem
szlilettek, de allati rendszerekben kimutattak, hogy a glutation-diszulfid gatolja a glutation
reduktaz aktivitasat patkanyokban (Chung és mtsai. 1991). Az AsA-GSH ciklus
Osszehangolt szabalyozasara utal, hogy a GSH kezelés novelte az AsA tartalmat vtc2-1
mutansokban, mig az AsA kezelés megemelte a GSH szintjét pad2-1 névényekben. A 3
napos H,O, kezelést kovetéen a H0, tartalom nem valtozott. Ebbdl arra
kovetkeztethetiink, hogy a ndvények gyorsan lebontjak a H,O,-t, ha az tul nagy
koncentracidban van jelen. Mindezen tal megfigyeltiik, hogy a pad2-1 mutansok peroxid
tartalma nagyobb volt kontroll koriilmények kozott a masik két genotipushoz képest, ami
az alacsony GSH szinttel magyarazhato. Eredményeink alapjan megallapithatjuk, hogy a
kisérleti rendszeriink alkalmasnak bizonyult a ndvényi szdvetek redox allapotanak
modositasara. Igy felhasznalhaté az indukalt redox valtozasok szabad aminosav szintekre

gyakorolt hatdsdnak tanulmanyozésara.

9.2.2. Az aszkorbat- és glutation-fiiggd redox valtozasok hatdsa a szabad aminosavakra

Mivel az Osszfehérje tartalom nem vagy csak kis mértékben valtozott kisérletiinkben, a
total szabad aminosav szintekben tapasztalt jelentds valtozasok nem a megvaltozott fehérje
metabolizmusbdl szdrmaznak. Az AsA-GSH ciklusban résztvevd komponensekkel végzett
kezelések €és a mutaciok hatassal voltak a teljes szabad aminosav tartalomra. Azonban a
DTT nem hatott ra, ami azt jelzi, hogy az AsA-GSH ciklus specialis mddon szabalyozza a
szabad aminosavak szintjét. Az AsA-GSH ciklus szabad aminosavakra gyakorolt hatasara
tobb magyarazat lehetséges. A szabalyozas megvalosulhat AsA-fiiggd koenzimek altal,
illetve az aminosav anyagcseréhez kotddd enzimekben torténd tiol/diszulfid konverzidval
vagy (de)glutationalassal, melyek hatassal vannak azok aktivitdsara (Kocsy €s mitsai.

2013).

Az AsA-, a GSH- ¢és az aminosav-tartalom redox szabalyozasanak
Osszekapcsolodasat nyarfaban szintén megfigyelték 6zon-indukalt oxidativ stressz soran
(Dumont és mtsai. 2014). Azt is megallapitottak, hogy a GSH részt vesz az aminosavak
szintjének szabalyozdsdban transzforméns nyarfaban, melyben magasabb volt a GSH szint
(Noctor 1998). Kisérletiinkben a GSH-kezelt pad2-1 mutansokban novekedett (5-szoros)

az Osszes aminosav tartalom a legnagyobb mértékben a kontroll koriilmények kozott mért
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értékekhez képest. Erdekes modon a GSH szintjében tapasztalt novekedés mellett 2-szeres
Cys tartalmat mértiink, pedig a GSH bizonyitottan gatolja a szulfat redukciot (Kopriva &
Rennenberg 2004). Mindezen tal a masik két genotipusban is nagyobb 6sszaminosav
szintet mértiink GSH kezelés utan a kontroll novényekhez képest, bar a novekedés kisebb
volt a pad2-1 mutanshoz képest. A Cys és az sszaminosav tartalom parhuzamosan torténd
novekedése arra enged kovetkeztetni, hogy a szulfat- és nitrat-redukcid szabalyozasa
Osszehangolt a két reakcioutat Osszekoté O-acetil-L-szerinen keresztiil. Ezen kiviil a GSH
szerves nitrogén forrasként szolgalt élesztében (Mehdi & Penninckx 1997). A GSH
kezelést kovetden a kiillonboz6 aminosav csaladok ardnyaban nagyon nagy valtozasokat
figyeltiink meg mindhdrom genotipusban. Az egyéb aminosavak (His és fehérjét nem
kodold aminosavak) csoportjanak aranya 5%-r6l 40%-ra ndvekedett, mig ezzel
parhuzamosan az aszparaginsav ¢és glutaminsav csalad ardanyai 80%-r6l 50%-ra
csokkentek. Ennek ellenére sok aminosav szintje emelkedett ebben a két csaladban is a
GSH-kezelést kovetden. Az egyéb aminosavak aranydnak nagy novekedése a kozéjiik
90%-ra) magyarazhat6. Ez azt jelzi, hogy az a-amino-adipinsav anyagcseréje nagyon
érzékeny a GSH-ra. Az a-amino-adipinsav egy Glu analdg, amely a Lys anyagcserében
vesz részt. Habar a ndvényekben szerepe ¢és funkcidja még tisztazatlan, allati

rendszerekben kimutattak, hogy gatolja a Glu transzportot (Haugstad & Langmoen 1997).

Az egyéb aminosavak csaladjaval ellentétben, a szerin csalad ardnya nem valtozott
GSH kezelés hatasara, de tobb mas kezelés hatdsara novekedett a vizsgalt genotipusokban.
Ez érdekes megfigyelés, mivel a glutation két prekurzora (Cys és Gly) is ebbe a csaladba
tartozik. A masik meglepd eredmény kisérletiinkben az, hogy a Cys aranya (5-10%-rd6l 85-
90%-ra emelkedett) és mennyisége jelentés novekedést mutatott DTT kezelés hatasara
mindharom genotipusban, mig a tobbi kezelés hatdstalan volt. Erre az szolgalhat
magyarazatul , hogy a szulfat redukcié kulcsenzime, az APSR nagyon érzékeny lehet a
DTT kezelésre, melynek kovetkeztében a Cys szintézise folyamatosan nagy mértéki,
fliggetlenil a mas molekuldkba torténd beépitéshez sziikséges mennyiségétol.
Valoszinlileg a DTT nem képes olyan finoman szabédlyozott modon biztositani az
elektronokat az APSR szdmara, mint az ezt a szerepet a ndovényekben betoltdé GSH

(Kopriva & Rennenberg 2004).

A korrelacio-elemzés eredményei is megerdsitették azt a feltevésiinket, miszerint a

szabad aminosavak szintjei redox szabalyozas alatt allnak. A pad2-1 mutansban és a GSH
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kezelt novényeknél kapott eredmények alapjan megallapitottuk, hogy a hasznalt redox

vegyliletek koziil a glutation volt a legnagyobb hatassal a szabad aminosavak

crer

9.2.3. A glutaminsav csaladba tartoz6 aminosavak redox szabalyozasa

A glutaminsav csaldd kdzponti szerepet tolt be a fejlodés €s a stresszvalasz szabalyozasa
szempontjabol, hiszen idetartozik a Glu, mely a Pro, GSH ¢és a poliaminok prekurzora.
Ezen kiviil a Glu kdzponti vegyiilet az aminosav anyagcserében, mivel a nitrogén atom a
nitratbol ebbe az aminosavba épiil be. A kezelések koziil csak a GSH hatott a glutaminsav
csalad aranyara, mely 50%-os volt a vizsgalt mintdkban. A csalddba tartoz6 aminosavak
koncentracidja jelentés novekedést mutatott az AsA-GSH ciklus komponenseivel torténd
kezelések utan, mig a DTT hatastalannak bizonyult. A Glu és Gln mennyiségének redox
szabalyozasat tengeri cianobaktériumokban is megfigyelték, melyekben a NADPH-fiiggd
glutamin szintaz-glutamat szintaz enzimek redox érzékenynek bizonyultak (Gémez-Baena
¢és mtsai. 2015). A redox kezelésekkel buzaban eldidézett oxidativ stresszhez hasonloan a
kiilonb6z6 novényfajban is kimutattdk (Boldizsar és mtsai. 2013; Kovacs és mtsai. 2010;
Kovécs ¢és mtsai. 2011; Yang és mtsai. 2000). Tovabba buzaban azt is leirtdk, hogy
kedvezdtlen kornyezeti hatdsok altal eldidézett oxidativ stressz soran valtozott az aszkorbat
¢és glutation koncentracioja (Soltész és mtsai. 2011). Ezek a megfigyelések dsszhangban
vannak a jelen kisérletiink eredményeivel, melyek alapjan feltételezhetjiik, hogy az AsA ¢és
a GSH részt vesznek a Glu tartalom redox szabalyozasdban. A Glu az anyagcserében
prekurzorként betdltott fontos szerepe mellett a jelatvitelben is részt vesz, ahogy ezt a ladfi
gyokérben a gyokér morfologidja és a glutamat receptor fehérjék jelenléte kozti
Osszefiiggés jelzi (Forde 2014). A fenti eredmények alapjan a redox és a Glu-fiiggd
jelatvitel kozott feltételezhetd egy interakcio. Ennek a kapcsolatnak lehet az egyik kulcs
résztvevdje az Aaa, melyet Glu transzport gatloként is leirtak 4llati rendszerekben
(Haugstad & Langmoen 1997) és jelentds novekedést mutatott GSH kezelés hatasara

kisérletiinkben.

A glutaminsav csalddba tartozé aminosavak koziil a Pro volt a leérzékenyebb a

redox kezelésekre, ami a redox homeosztdzis fenntartdsidban betoltott szerepével
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crer

gyakran kisérte a Glu és Gln aranyok csokkenése, feltehetdleg a Pro szintézisben torténd
felhasznalasuk révén. FeltételezhetO, hogy a prolin anyagcsere és az AsA-GSH ciklusban
résztvevé komponensek kozott kapcsolat van (Anjum és mtsai. 2014). Ennek az
interakcionak a létezését tamasztja ala, hogy a Pro anyagcseréhez kapcsolodd génekre
hatéssal voltak az AsA-, GSH- és H,0,-kezelések. Erdekes modon a Pro szintézisben és
lebontasban résztvevd gének is indukalodtak a kezelések hatdsara, ami e két folyamat
egyensulyanak finom szabalyozasara utal transzkripcios szinten. Ezen kiviil az Orn szintje,
amely a Pro egyik el6anyaga, megemelkedett GSH és H,O, kezelések utan pad2-1
mutansokban és AsA kezelés hatasara vic2-1 mutdnsokban. Az Orn is szerepet jatszhat az
abiotikus stresszvalaszban, mint ahogy ezt ludfliben is megfigyelték (Kalamaki és mtsai.
2009). Habar kisérletiinkben mindkét Gtvonalban voltak olyan gének, melyek reagaltak
H20, kezelésre, a Pro bioszintézis két utja korabbi irodalmi adatok alapjan egyidejlileg
nem aktivalodik (Yang és mtsai. 2009). Az Orn-en at vezetd szintézis egyik enzimét
kodolo génnek, az OAT-nak az oxidativ stressz soran betoltott szerepét rizsben is igazoltak.
Az OAT tultermeltetésének kovetkeztében a ndvények ellenallobbak lettek az oxidativ
stressz hatasaival szemben a Pro szintézisének indukalasa révén (You és mtsai. 2012). Az
OAT taltermeltetésével nagyobb glutation koncentracid és nagyobb glutation peroxidaz
aktivitas kisérte, ami ugyancsak részt vehetett a stressz tolerancia fokozasaban. Allati
rendszerekben az OAT interakcioba 1ép szamos redox fehérjével, igy mint glutaredoxinok,
thioredoxinok, és szabalyozasa S-glutationalassal torténik (Liang és mtsai. 2013). Mivel az
OAT gén indukalodott mindharom Arabidospis genotipusban GSH kezelést kovetden,
hasonlé szabalyozast tételezhetiink fel mas novényfajokban is. Kisérletiinkben az AsA-
GSH ciklusban résztvevd vegyiiletek jelentds hatast gyakoroltak a prolin anyagcseréjére és
a hozzakapcsolddo gének kifejezddésére. Megallapithatjuk, hogy az AsA-GSH ciklus a Pro
anyagcsere specialis szabdlyozdja, mivel a DTT tobbnyire nem hatott a Pro anyagcserére
¢és az azzal kapcsolatos gének transzkripciojara. Hasonldan az aminosav szinteknél
tapasztaltakhoz, nagyon szoros (r<0,9) korrelaciot allapitottunk meg a vizsgalt redox
paraméterek és a Pro anyagcsere komponensei kdzott a pad2-1 mutansban, mig a masik két

genotipusban ez nem volt megfigyelhetd.
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10. OSSZEFOGLALAS

10.1. A fagytiirés és a viragkezdemény kezdeti fejlddésének redox szabalyozéasa buzaban

Kisérletiinkben egy tavaszi fagyérzékeny és egy Oszi fagytlird buza genotipusban
vizsgaltuk a redox szabalyozas fagytlirésben és a virag primordium kezdeti fejlédésében
betoltott szerepét. A redox és ozmotikus kezelések hatasat 20/17°C-on és konstans 5°C-on

1s megvizsgaltuk.

Eredményeink alapjan megéllapithatjuk, hogy az alkalmazott kezelésekkel
sikeresen modositottuk a vizsgalt tiolok redox allapotat. Mindkét genotipusban
megnovekedett a tiolok diszulfid formdinak mennyisége és a redukcids potencidlja a
kezelések hatasara. A Ch mar 20/17°C-on reagalt a kezelésekre, mig a Tsp csak 5°C-on
mutatta ezt a ndvekedést. A tiolok redox allapotdban és mennyiségében tapasztalt
valtozasok befolyasoltak a fagytlirést és a virdg primordium kezdeti fejlédését. A fagytiird
Ch genotipus fagytiirése megnovekedett a kezeléseket kovetden, mig ez Tsp-ben nem
tapasztaltuk. A ZCCT2 transzkripcids szintje atlagosan kétszer nagyobb volt 5°C-on Ch-
ben, amely eredményezhette a kiilonb6zd mértékli fagytlirést a két genotipusban. A
magasabb ZCCT2 expresszids szint a fagytlirés kialakitasaban résztvevé gének (CBF14,
APSR, sAPX1) nagyobb kifejezddésével jart egyiitt Ch-ben. A Ch megnovekedett

fagytlirésével parhuzamosan a novekedése és a viragkezdemény kezdeti fejlddése lelassult.

Ezzel szemben a tavaszi genotipusnal teljesen mas adaptacios stratégiat
figyelhettiink meg. A vegyszeres ¢és hideg kezeléseket kovetden a ndvények és a virdg
primordium fejlédése felgyorsult, mikdzben a hideg indukalhatd gének kifejezddése
lecsokkent. Ezzel péarhuzamosan az eldidézett redox valtozasok alacsony ZCCT2
expresszios szintet okoztak. A kisebb ZCCT2 expresszid nagyobb VRN1 kifejezodést

eredményezett, amely hatassal lehetett a viragzast eldsegitd OXS2 és FKF1 génekre.

Eredményeink alapjdn megallapithatjuk, hogy a kiilonb6zé redox és ozmotikus
kezelések hatdsara megvaltozott redox kornyezet kiilonbozoképpen befolyasolta a redox
érzékeny ZCCT2 kifejezddését a két genotipusban. Ez hatassal volt a hideg indukalhat6 és
a viragkezdemény kezdeti fejlodését befolyasold génekre. Az 0Oszi (Ch) genotipus
fagytlirése novekedett a virdgzast gatldo ZCCT2 expresszidjanak a ndvekedésével

parhuzamosan, mig a fagyérzékeny tavaszi genotipusban (Tsp) a viragkezdemény fejlédése
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gyorsult fel a ZCCT2 alacsony kifejezodése mellett. Mindemellett meg kell jegyezniink,
hogy egyes kezelések specialis hatdssal voltak néhany gén esetében (OXS2, FKFL1,
NCED1, NF-YB2), hiszen kiilonbozéképpen hatottak ezeknek a géneknek a kifejezddésére.

10.2. A szabad aminosavak redox szabalyozasa ludfiiben

A novényekben zajlo redox szabalyozast egy masik aspektusbol is megvizsgaltuk. A redox
(vic2-1), glutationhianyos (pad2-1) és vadtipust ludfti névényekben. Mindemellett a
mutans és vadtipusu ndvényeket kiillonbozo redukaldszerekkel (AsA, GSH és DTT) és egy

oxidaloszerrel (H,0,) is kezeltiik.

Megallapitottuk, hogy a glutation sokkal érzékenyebben reagalt a redox
kezelésekre, mint az aszkorbat, hiszen a legtobb kezelés hatdssal volt a mennyiségére és a
redox allapotara. Ez a valtozas befolydsolhatta az aminosav anyagcserében résztvevo
enzimek aktivitasat a (de)glutationalas és a tiol/diszulfid konverzid révén. Az AsA-GSH
ciklusban résztvevé komponensekkel végzett kezelések és a kisebb AsA- és GSH-szint a
szintetikus redukaldszer (DTT) viszont nem okozott jelentds valtozdsokat, ami Szoros
kapcsolatra utal a szabad aminosavak és a redox szabalyozas kulcselemei, a GSH ¢és az
AsA kozott. A kezelések a glutaminsav csalad tagjaira és egyes fehérjét nem kodold
aminosavakra voltak a legnagyobb hatassal. A fehérjét nem kodold aminosavak koziil az
Aaa, a Cysta és Aba mennyisége hatalmas ndvekedést mutatott glutation kezelés hatasara
mindharom genotipusban, amely a glutation ezekre az aminosavakra gyakorolt specialis
hatasara utalhat. A glutaminsav csalddba tartoz6 aminosavak koziil a prolin szintje is
novekedett a kezelések hatdsdra, melyek az anyagcseréhez kapcsolodd gének
kifejezddésére is hatassal voltak. A prolin anyagcseréhez kotodd gének expresszidjara is
nagyobb hatassal voltak az AsA-GSH ciklus vegyiiletei a szintetikus redukaloszer (DTT)

hatdsahoz képest.
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11. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK (TEZISEK)

A redox szabalyozas szerepe a hideg akklimatizacio és a virag primordium kezdeti
fejlodése soran biizaban

Kimutattuk, hogy a redox és az ozmotikus kezelések hatasara a fagytlird 0szi buzafajtadban
mar 20/17°C-on megnodvekedett a vizsgalt tiolok diszulfid formainak mennyisége ¢€s
redukcids potencidlja, mig a fagyérzékeny tavaszi genotipusban ezt csak az 5°C-os kezelést
kovetden tapasztaltuk.

Megfigyeltiik, hogy az eldidézett redox valtozasok hatasara a tavaszi genotipus ndvekedése
illetve a virag primordium kezdeti fejlédése is felgyorsult, mig az szi buzafajta esetében a
fagytlirés mértéke lett nagyobb.

Kimutattuk, hogy a tavaszi genotipusban a viragzast indukald gének, mig az Osziben a
fagytlirést befolydsoldo gének kifejezddése volt nagyobb a kezelések utdn a masik
genotipushoz képest.

A szabad aminosavak mennyiségének redox szabalyozasa ladfiiben

Igazoltuk, hogy a szabad aminosavak koncentracidja redox szabalyozéas alatt All.
Vegyszeres kezelésekkel és ludfli mutansok felhasznalasaval megallapitottuk, hogy a
vizsgalt redox vegyiiletek koziil a GSH volt a legnagyobb hatdssal a szabad aminosavak
koncentracioira.

Megfigyeltiik, hogy egyes fehérjét nem épité aminosavak gy, mint a cisztation, a-amino-
adipinsav és az a-amino vajsav koncentracidja jelentdsen megnovekedett GSH kezelés
hatasara genotipustdl fliggetlentil.

Kimutattuk, hogy a prolin metabolizmusban résztvevd enzimeket k6dolo gének redox
szabalyozas alatt allnak ladfliben.
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12. NEW RESULTS (THESES)

The role of redox regulation in wheat during cold acclimation and flower primordia
development

It was revealed that the amount and reducing potential of disulfide forms of the examined
thiols increased after the osmotic treatments in cold tolerant winter wheat already at
20/17°C while, in the case of the spring genotype, this was observed only after a treatment
at 5°C.

It was found that the redox changes triggered faster growth and initial flower primordia
development in the spring genotype while the winter wheat showed a greater degree of
cold tolerance.

After the treatments, in the case of the spring genotype, the expression of the genes
inducing flowering was higher. However, in the case of the winter genotype, the treatments
induced higher expression of the genes affecting cold tolerance.

Redox regulation of the amount of free amino acids in Arabidopsis

It was confirmed that the concentration of free amino acids are controlled by redox
regulation. Through chemical treatments and the use of Arabidopsis mutants, it was
established that, from among the examined redox compounds, GSH had the greatest effect
on the concentration on free amino acids.

It was observed that, regardless of the genotype, the concentration of certain non-
proteinogenic amino acids (like cystathionine, alpha-aminoadipic acid and alpha-
aminobutyric acid) grew significantly under GSH treatment.

It was revealed that the enzyme coding genes acting in proline metabolism are controlled
by redox regulation in Arabidopsis.
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16. MELLEKLETEK

93



1. melléklet: A kisérletekben hasznalt primerek és az alkalmazott PCR protokoll.

94

Buza Fwd Rev Forrds
APSR 5'-GCTCAAAGCCCCTCCATTAT-3' 5'"-GACCGAGTGAACCACGAGTA-3' sajét tervezésd
SAPX1 5'-GCAGCTGCTGAAGGAGAAGTC-3' 5'-CAATTTCAAACCTCAAGCTACCAT-3' | secenji és mtsai. 2010.
CAB 5'-GGCTGAGATGAAGGAGGTCA-3' 5'-AATCGGTCAGTCAGCTCTGG-3' Kocsy és mtsai. 2010.
CBF14 5'-AACCGATGACGAGAAGGAAA-3' 5'-AACTCCGAGTAGCACGATCC-3' Soltész és mtsai. 2013,
COR14b 5'-GAGCGACTCCTGCTAACGAC-3' 5'-CTACCGCCTCCTGTACCTTG-3' Dhillon és mtsai. 2010.
FKF1 5'-GAATCCACAATGGAGGCAGT-3' 5'-TTCTCCATGTCGGTTTTTCC-3" sajét tervezésd
NCED3 5' - ACGTGCCGGACTGCTTCTGCT - 3' 5' - GCCGGTGCGCGTGTTGAG - 3' sajét tervezésd
NF-YB2 5'-AAAGGCTGCTTCCCAGATGTAA-3' 5'-CAACCATGCTAAACCACAACTGA-3' ;g%‘;henson és mtsai.
OXS2 5'-CCTGCCGGATATCAAGAACA-3' 5" TGATACTTGCGCGGATCG-3' sajét tervezésd
T‘;;:g;jﬂ 5'-GCCGTGTCCATGCCAGTG-3' 5'-TTAGCCTGAACCACCTGTGC-3’ o molacel é6 misai. 2005,
VRN1 5'-GAACAAGATCAACCGGCAGGTGAC-3' | 5'-GGAGAAGATGATGAGGCCGACCTC-3' | v Allard, INRA
VRN3 5'-TCAGGGTGACCTTCGGGAACAG-3' 5'-ATCTGGGTCTACCATCACGAGT-3' V. Allard, INRA
ZCCT1 5'-CTCATGGTCTCGCCCATTCA-3' 5'-GCCTTGGGCGAAGAACTGGTG-3' | sajat készitésd
ZCCT2 5'-CATCGTGCCATTCTGCGGG-3' 5'-CCCTGTACCTCATCACCTTCGCCT-3' | . Allard, INRA
Ladfd Fwd Rev Forrds
Actin2(Ref.) 5'-CTTGCACCAAGCAGCATGAA-3' 5'-CCGATCCAGACACTGTACTTCCTT-3' | Wang és msai. 2014.
PDH 5-GTTCTGGTTTCGGTGTCGTT-3" 5'-TTTAACCCGAAGGACAATGC-3' sajt tervezés(i
P5CR 5'-GGTTTCTGTTGCAGCTGGAA-3' 5'-TTGCTCCATCCTCTTCCGTT-3' sajét tervezésd
P5CS1 5'-CACGGTCATTCAACCATGAG-3' 5'-TGCAACTTCGTGATCCTCTG-3" sajét tervezésd
P5CS2 5'-CCGGAGACTGTTGGAGGTAA-3' 5'-CACTGGGATTTTCGTCGAGT-3' sajt tervezés(i
P5CDH 5'-AACTAGCGGAAAGACGCAAA-3' 5'-CCTTGCCACCAAAGAGTAGC-3' sajét tervezésd
OAT 5 TTGTCTCTTGTTGTGGCTGC-3' 5'-TAACTCCAGCTTCGCCTTGA-3' sajit tervezésii
Program
3:00 | 95°C
0:05 | 35°C 40 ciklus
0:30 | 60°C
0:05 | 65°C 0.5°C/ ciklus
95°C
BIORAD CFX96 Real Time
System
KAPA SYBR Fast universal gPCR
kit




2. melléklet: A redox és az ozmotikus kezelések hatdsa a hajtascsucs morfologidjara és a
peroxid tartalomra.

Kontroll 1mMGSH 0.5mM GSSG 1 mMASA 2mMH,0, 100 mM NacCl 15% PEG

Tsp Ch
Nativ Flutztrees?;;:ens Nativ

Fluoreszcens
festés

A 3 hetes regeneracios fazis végén hajtascsucsot izolaltunk, hogy megvizsgaljuk a kezelések hatasat az
apexek fejlodésére (1. és 3. sor) és detektaljuk a total ROS mennyiségét (2. és 4. sor). A nativ fotok jobb
sarkaban 1év0 szamok a fejlodési fazisokra utalnak: 0: vegetativ apex; 1: az elongaciés szakasz kezdete; 2:
egyszeres befliz6dés, 3: kettés befiizddés, vegetativ/generativ atmenet; 4: novekvd kalaszkezdemény; 5:

pelyvalevél kezdemény. A vonal 200 um-t jelez.
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3. melléklet: Korrelacid analizis

Kisérlet: A hideg akklimatizacio és a viragkezdemény kezdeti fejlodésének redox
szabalyozasa buizaban (8.2. alfejezet).

(Guilford, 1950)

kisebb, mint 0.20 (-) Nincs kapcsolat

0.20 - 0.40(-) Alacsony korrelacio
0.40 - 0.70(-) Kozepes korrelacié
0.70 - 0.90(-) Szoros korrelacio
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Cheyenne
Konduktancia Friss témeg (7d)
GSSG 20°C  [Egsuyessse {GSSG 5°C |Eqsuyassss {CBF14 | COR14b | APSR | sAPX1 | CAB | NF-YB2 | NCED1 | zccT1 | zcct2 | VRN1 | OXS2 | FKF1 -11 -13 Hajtds | Gydkér
Kontroll 18,83| -147,79) 40,98 -131,29 1,00] 1,00 1,00 1,00} 1,00 1,00] 1,00 1,00 1,00} 1,00] 1,00] 1,00] 19,88 20,27, 0,33, 0,16,
1GSH 8,83| -156,27| 2,35| -182,40| 1,01 1,12] 1,30, 1,41 1,01 4,13] 1,20] 0,94} 0,63} 1,63 1,37, 1,00 11,70 13,77] 0,34 0,18]
2GSH 64,60 -105,02 73,17] -67,55) 0,53 1,20 0,95 1,25, 0,58 2,21 0,56 0,70 0,52 1,28, 1,21 0,92] 16,35 15,64 0,32} 0,10
0.5GSSG 43,47| -119,02 47,18 -118,83, 0,60 1,60 1,02 1,07, 1,01 0,86 0,43] 1,00, 1,03, 0,87] 0,46 1,08 13,32 13,13 0,39} 0,18]
1GSSG 82,13 62,63  6518) -86,37] 1,69 2,42] 2,26 3,56, 0,19 0,89 1,40| 1,24 0,96 1,23] 0,77, 140 2544  16,13] 0,19 0,14
1ASA 2530 -134,67]  24,18] -141,24] 1,20) 0,59 2,22 4,86 0,36 4,35 2,57 0,49) 0,64 6,02 9,27, 2,06) 17,90 7,80 0,21 0,08
2ASA 28,30 -129,00| 4,40 -175,61 0,51 0,94 1,54 2,58 0,32 3,18| 1,05 0,28 0,33 3,04 5,01] 1,26 14,42 7,46 0,28 0,12
2H,0, 2,35| -179,94 8,70 -164,88 0,99 1,46| 2,39 4,12 0,81 1,44 1,82] 0,32 0,41 6,28 3,28] 1,27] 1566 9,34 0,28 0,14
100NaCl 47,35 -115,41 7,03| -166,35 0,83] 0,91 1,85 3,81 1,89, 2,79 1,37] 0,37} 0,20} 6,28 8,46 2,44 11,26 11,09] 0,27] 0,12]
PEG 29,55 -137,26) 8,68 -165,77 0,33 1,37] 1,37] 2,63 0,34 8,22 1,96} 0,59) 0,23 4,50 5,68] 2,51 11,49 8,46 0,28 0,15
Konduktancia Friss tomeg (7d)
GSSG 20°C  [Eqsuyessss {GSSG 5°C |Eqsuyasssc {CBF14 | COR14b | APSR | sAPX1 | CAB | NF-YB2 | NCED1 | zccT1 | zcct2 | VRN1 | OXS2 | FKF1 -11 -13 Hajtds | Gydkér
GSSG 20°C 1,00] 0,74| 0,77| 0,21] 0,54 -0,02] -0,02] -0,16 -0,26 -0,33 0,41 0,22 -0,36 -0,19 0,04] 0,46 0,32} -0,31] -0,20|
EGSH/GSSSG 20° 1,00 0,67, 0,69 0,29 0,53 0,02} 0,01 -0,22| -0,23 -0,27f 0,46 0,28 -0,39] -0,14| 0,07] 0,50 0,29 -0,38] -0,17
GSSG 5°C 1,00, 0,25 0,49 -0,25 -0,32] -0,26 -0,52] -0,46| 0,63 0,64| -0,63] -0,56| -0,43] 0,66 0,66 -0,01] -0,06
EGSH/GSSSG 5°C 1,00 0,24 0471 018 -023] -028] 048 -039 0,55 054/ -053] -048 -036 0,64 058  -0,08] -0,17,
CBF14 1,00 0,39 0,62 043 010 -044 0,31 0,44 049 -0,03 011 011 0,75) 033 -058 -0,05]
COR14b 1,00) 018 -006] -029) -033 -0,23 0,60 040 -041] 061 -021] 0,49 033 0,15 0,43
IAPSR 1,00| -017]  -0,04 072 032 -022 0,67, 0,47, 0,39 033 -046] -08[ -041
sAPX1 1,000 -0,13 0,17 08| -051 -040 0,83 0,73 0,62 017 -061] -084 -061]
cAB 1,00 -024] 0270 011 -0,12 0,19 0,12 0,11  -0,48] 0,19 0,42 0,20
INF-YB2 1,00 053 035 -062 0,39 0,53 065 052 -057] -014] 013
INCED1 1,00] -0,40) -0,36) 0,76, 0,71, 0,67] 0,07 -0,57| -0,70] -0,44]
zcer1 1,00| 084 08 073 -044 051 0,78 0,59
1ZccT2 1,00} -0,70 -0,65) -0,58] 0,61 0,69 0,45
VRN1 1,00] 0,86 0,73 -0,33] -0,74 -0,54
0Xs2 1,00] 0,83 -0,33] -0,72| -0,66]
FKF1 1,00 -0,30] -0,56) -0,37
-11 1,00 0,49 -0,16|
-13 1,00| 0,38
Hajtds 0,64
Gyokér 1,00|
T.spelta
Friss témeg (7d)
GSSG 20°C _ [Eqsiy GSSG 5°C |E, CBF14 | COR14b | APSR | sAPX1 | CAB | NF-YB | NCED1 | ZCCT1 | zcCT2 | VRN1 | OXS2 | FKF1 -11 -13 Hajtds | Gydkér
Kontroll 4,78 -166,60) 4,58] -171,16 1,00 1,00] 1,00) 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00| 1,00 1,00 1,00 1,000  11,43| 89,75 0,27, 0,16
1GSH 580 -163,31 5,70 -161,10| 0,38 0,43 0,32 0,73 0,45 0,65 0,58 0,85| 0,14 3,95 0,82 2,54)  40,79|  85,18] 0,54 0,24
2GSH 815 -159,77| 39,45 -125,03] 0,33 0,36 0,54 0,76 0,34 1,71] 2,35] 0,54 0,10 7,13 3,55| 2,68)  61,06]  75,00] 0,84 0,20
0.5G55G 550 -163,33]  29,08] -150,20 0,36 0,38 0,84 1,09) 0,83 2,72] 0,87 0,87, 0,19 5,19 0,58 1,44) 80,30 80,51 0,69 0,21
1GSSG 6,58| -154,71 28,35| -142,02 0,10 0,25 0,62 0,96 0,28, 1,75 2,10] 0,29 0,11 3,34 0,50 1,43 10,40, 86,67 0,76, 0,36
1ASA 4,88 -154,78] 32,30] -148,40| 0,07, 0,20 0,51 0,27, 0,17, 0,55 0,25 0,53 0,04 3,11 0,53, 0,82 57,51 77,51 0,64 0,21
2ASA 3,00 -176,04 565| -167,10 0,12 0,08 0,76 0,90 0,17, 1,23 1,23 0,30, 0,00 5,02 3,25 2,50] 66,93 74,60 0,43, 0,22
2H,0, 49| -16492| 4562 -12855 0,12 0,33 0,27 0,73 0,17 0,29 0,68 0,65| 0,06, 3,40 0,86 1,27] 821 77,70 0,68 0,34
100NaCl 4,75 -169,30) 9,47| -164,32 0,11 0,27 0,49 0,36 0,29 1,33] 1,10) 0,47, 0,17, 3,56 2,65) 1,33] 927| 81,27 0,53 0,37
PEG 4,28 -171,02f 48,85 -114,88| 0,07, 0,50 0,29 0,25) 0,21 0,53 1,74f 0,15) 0,04 2,23 0,66] 0,92 44,64 80,82 0,31 0,16,
Konduktancia Friss témeg (7d)
GSSG 20°C  |Eqsiyessse {GSSG 5°C |Eqsu/asssc {CBF14 | COR14b | APSR | sAPX1 | CAB | NF-YB2 | NCED1 | zccT1 | zcct2 | VRN1 | OXS2 | FKF1 -11 -13 Hajtds | Gydkér
GSSG 20°C 1,00) 0,70 0,30 0,37 0,12 0,07]  -0,09) 0,21 0,12 0,37 0,49 018  -0,03 0,48 0,07 0,32 0,00 0,08 0,73 0,12
EGSH/GSSSG 20° 1,00| 0,31 023 004 -008 -0,07 0,04 0,00 0,15 0,03 016  -0,07 009 041 015 -0,05] 0,18 0,69 0,19
GSSG 5°C 1,00 -046] 016 049 031 -039] -ou1 029 038 045 014 025 -0,30) 011 0,39 039]  -0,03
EGSH/GSSSG 5°C 1,00] -0,44 -0,13] -0,59) -0,33] -0,43) -0,15] 0,46 -0,46) -0,47| 0,19, -0,13) -0,13] 0,08, -0,36) 0,34 -0,06)
CBF14 1,00| 0,88 0,63 0,52, 0,89 0,13 -0,09] 0,77] -0,29 -0,07, 0,00 -0,14] 0,59 -0,37 -0,44]
COR14b 1,00 0,35 0,23 0,77, -0,10] -0,02] 0,58 -0,55) -0,29 -0,30] -0,32] 0,68 -0,52| -0,44]
IAPSR 1,00 0,66 0,71 0,60] 0,05 0,39 0,64 -0,03 0,12 -0,03] 0,18 0,28, -0,19 -0,29
SAPX1 1,00 0,59 0,59 0,16 0,@ 0,38 0,23, 0,02 0,36 0,08 0,28, 0,18, 0,00]
CAB 1,00 0,45 -0,13] 0,79 0,82 -0,21] -0,23 -0,12 0,03 0,60} -0,26) -0,38]
INF-YB2 1,00 0,37 0,14 0,04 0,52 0,19 0,22 0,40 0,01] 0,41 0,05
INCED1 1,000 -051 -0,10 0,34 0,41 030 003 -004 o,ﬁl 0,03
zccm1 1,00| 064 009 -023] 003 003 040 001 -018
zccr2 1,000 -054) 015 -028 -0,37 069 -049] -0,29)
VRN1 1,00 0,62 0,76 061  -067] 0,69 0,04
oXs2 1,00) 0,65 020 0,55 0,10 0,02
FKF1 1,00 037 033 0,30 -0,04]
-1 1,000 -0,57 016| -061
-13 1,00 -0,36) 0,07,
Hajtas 1,00} 0,45
Gyokér 1,00



4. melléklet: A Korrelacio analizis 6sszefoglalo tablazata genotipusonként

Kisérlet: A szabad aminosavak mennyiségének redox szabalyozasa Arabidopsisban (8.2.

alfejezet).
28 aminosav
Kozepes Szoros Nagyon szoros
0.4-0.7 0.7-0.9 Osszes
+ - + -

Col-0 AsA 2 3 1 0 8
DHA 7 2 4 0 13
AsA/DHA 1 11 0 0 12
GSH 11 2 4 0 18
GSSG 2 2 1 0 7
GSH/GSSG 10 3 0 2 15
Hzoz 10 0 10 1 21
Osszes 67 23 95

Osszes

pad2-1 |AsA 8 0 8 0 25
DHA 9 0 11 0 24
AsA/DHA 3 0 1 0 5
GSH 5 0 8 0 26
GSSG 5 0 12 0 25
GSH/GSSG 0 14 6 24
H,0, 17 0 0 22
Osszes 61 51 151

Osszes

vtc2-1 AsA 0 1 1 0 4
DHA 0 1 0 0 4
AsA/DHA 2 12 1 2 17
GSH 4 1 2 0 7
GSSG 4 4 2 1 11
GSH/GSSG 9 2 1 0 12
H,0, 10 0 4 1 15
Osszes 50 16 70
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5. melléklet: A korrelacio analizis 6sszefoglalo tablazata kezelésenként

Kisérlet: A szabad aminosavak mennyiségének redox szabalyozasa Arabidopsisban ( 8.2.

alfejezet)
28 aminosav 28 aminosav
Kozepes Szoros Nagyon szoros Kozepes Szoros Nagyon szoros
0.4-0.7 0.7-0.9 Osszes 0.4-0.7 0.7-0.9 Osszes
+ - + - + - + -

Kontroll| AsA 3 6 1 5 20 DTT |AsA 4 4 3 3 20
DHA 4 2 0 6 21 DHA 4 2 1 3 20
AsA/DHA 3 7 0 3 20 AsA/DHA 5 4 5 3 22
GSH 3 2 2 2 20 GSH 4 4 1 3 20
GSSG 5 5 0 3 20 GSSG 2 1 4 0 16
GSH/GSSG 5 2 1 6 21 GSH/GSSG 2 2 1 3 20
H,0, 4 4 0 5 21 H,0, 2 3 3 2 19
Osszes 55 34 143 Osszes 43 35 137

28 aminosav 28 aminosav
Kozepes Szoros Nagyon szoros Kozepes Szoros Nagyon szoros
0.4-0.7 0.7-0.9 Osszes 0.4-0.7 0.7-0.9 Osszes
+ - + - + - + -

GSH AsA 3 1 1 1 H,0, |AsA 2 3 1 1 17
DHA 1 13 0 6 DHA 3 2 6 0 19
AsA/DHA 1 0 5 0 AsA/DHA 3 3 2 1 18
GSH 1 3 1 1 GSH 3 2 5 0 20
GSSG 13 1 5 0 GSSG 1 4 5 0 20
GSH/GSSG 1 14 1 3 GSH/GSSG 3 4 3 3 20
H,0, 2 0 6 0 H,0, 2 4 0 5 20
Osszes 54 30 Osszes 39 32 134

28 aminosav
Kozepes Szoros Nagyon szoros
0.4-0.7 0.7-0.9 Osszes
+ - + -

AsA AsA 7 1 2 3 16
DHA 1 4 3 1 16
AsA/DHA 4 1 1 2 11
GSH 3 2 1 2 10
GSSG 0 5 1 6 14
GSH/GSSG 2 2 1 5 22
H,0, 3 1 3 0 20
Osszes 36 27 109
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