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1. Bevezeto

1.1. A kukorica csikos mozaik virus jellemzése

A kukorica a vildgon legnagyobb mennyiségben termesztett haszonndvényeink egyike. A
névény szamos biotikus és abiotikus stresszorral taldlkozik az élete soran, melyek koziil
kiilonos jelentdségli a csikos mozaik virus (maize dwarf mosaic virus, MDMV). Az MDMV
leggyakrabban 10-45 % ko6zotti termésveszteséget okoz, de a kar nem egy esetben elérheti
akar a 100%-ot is (Tobias és mtsai, 2008). A fertézést 1963-ban, Ohioban irtak le elészor
(Stewart és mtsai, 2012). A termesztésben levd csemegekukorica vonalak kozel 2/3-a
fogékony a virusfertdzésre, tovabba a rezisztensnek vélt egyedek kozel 10 %-a
megfertézddhet, ha fiatal (2-3 leveles) allapotban talalkozik a virussal (Williams és Pataky,
2012). Ennek koszonhetéen kiemelten nagy hangsulyt fektetnek a koérokozd kutatasara
vilagszerte.

A virus pozitiv, egyes szali, 10 kb nagysagi RNS genommal rendelkezik, mely kozel
2000 fehérjébdl allo fehérjeburokba van csomagolva (Salomon és Bernardi, 1995). A virus
genomja egyetlen, 3000 aminosavbol all6 fehérjét kddol, mely 3 virdlis proteindz segitségével
szamos, funkcidval rendelkezd fehérjére bomlik. Foleg a Poaceae csalddba tartozo
novényeket fertézi meg. A csikos mozaik virus rendszertani szempontbdl szamos torzsre
bonthat6. Ezek mindegyikére jellemzd, hogy a fertdzés soran hengerszerli bemélyedések
jelennek meg a citoplazmaban, valamint jelentésen megnd az endoplazmatikus retikulumok és
a kloroplasztiszok szama a fertzott teriileten. A virus az endoplazmatikus retikulumot
elhagyva a Kkloroplasztiszba keriil, és ott membranbetlirédések képzodését indukalja,
melyekben lezajlik a replikacioja (Wei és mtsai, 2010).

A virus a természetben levéltetvek ttjan terjed (Aphidinae, Lachninae és
Drepanosiphinae alcsaladok), azonban mechanikai uton is tovabbadhato egyik egyedrdl a
masikra - utobbi moddszer széles korben elterjedt laboratériumi koriilmények kozti
fert6zéseknél. A fert6zés terjedését a rovarvektor mellett egy fliféle, a fehér cirok (Sorghum
halepense) is segiti, mivel a virus elGszeretettel tamadja ezt a ndvényt, és innen kdnnyen
tovabbterjed a mezdgazdasagi ndvényekre (Stewart és mtsai, 2012). A fert6zéshez a virusnak
sziiksége van két altala kodolt faktorra, valamint a kdpenyfehérjére és egy segitd proteinazra
(HC-Pro - helper component proteinase), mely utobbi a gazdaspecifitisban, és az RNS-
csendesitésben jatszik fontos szerepet (1.2.1. fejezet). Az MDMV-A torzs kiemelkedik a
tobbi torzs kozil (MDMV-C, -D, -E és -F), ezt tekintik az MDMV tipustorzsének. A

virustorzsek hasonld kopenyfehérjével rendelkeznek, kiilonbséget az N- és a C-terminalis



végein lehet taldlni, mely egyben torzsi jelleg is. Megfigyelték, hogy az N-terminalis
eltavolitasaval mar nem tudjék a levéltetvek terjeszteni a virust, azonban mechanikai uton
torténd fertdzésnél sikeresen atjut a novénybe. Eppen ezért a kopenyfehérje N-terminalis
része fontos szerepet jatszik a rovarvektorok kozvetitette terjedésben.

MDMV-A fertézéseknél klorotikus foltok jelennek meg a kukorica levelein, valamint
torpendvéstiek lesznek az egyedek (innen szarmazik a dwarf elnevezés). A mar emlitett
fert6zési tipusok mellett maggal és pollennel is tud terjedni a virus (Li és mtsai, 2007, Plant

Viruses Online adatbazis - http://pvo.bio-mirror.cn/refs.htm).

1.2.1. Novényi védekezési modok: az RNS-csendesités
Virusfertdzés soran a ndvény RNS-csendesitéssel probalja visszaszoritani a patogén

terjedését. Az RNS-kozvetitett csendesités mechanizmusa 4 részre oszthato:

(1) kettos szala RNS képzése,

(2) a kettds szala RNS lebomlasa kisebb, 18-25 nt hosszsagu darabokra,

(3) arovid RNS szakaszok 2’-O-metilacioja, és

(4) az igy kapott RNS darabok funkciojuknak megfelelé helyre szallitasa.
Feltételezések szerint MDMYV fert6zésnél a virus replikacidja soran alakulhat ki a duplaszala
RNS, melybdl a virus elsédleges, kisméretii viralis RNS-t képez (vsRNS). A névény RNS-
fliggé RNS polimerazokkal egy masodlagos vsRNS-nek nevezett duplaszala RNS-t allit eld.
Az RNS darabolasat az RNaz III csaladba tartoz6 DICER nevii fehérjekomplex végzi el. A
rovid RNS szakaszok ezutin egy RISC (RNA-induced silencing complex) komplexnek
nevezett fehérjeegyiittesbe keriilnek, melyben az egyik szal lebomlik. A masik RNS szal
szekvenciaspecifikusan a célszekvencidhoz kapcsolodik, ezzel adva jelet a lebonto
rendszernek az RNS degradalasara. A virus tobbféle modon képes kikeriilni a novény
védekez6 mechanizmusat: a genomjanak tobb pontjan is virulencia faktorokat kédol, melyek
a novényi RNS-csendesités soran szdmos komponenshez kapcsolodhatnak, ezaltal
blokkolhatjak azok miikddését, végsd soron pedig csokkentik a gazdanovény védekezési
hatékonysagat. A virus terjedését a novény specifikus R (rezisztencia) fehérjékkel képes
kivédeni, melyek a virulencia faktorokhoz kotnek. A 14-3-3 fehérjecsaladba tartozo fehérjék
fontos szerepet jatszanak az R-gén-medialt névényi rezisztenciaban. A genomi DNS G-boksz
melyeket G-boksz faktoroknak hivnak. A GF14-6 (G-boksz faktor 14-3-3 homolog) fehérje is

ilyen G-boksz régidohoz kot, illetve szamos faktort is képes kotni, melyek a védekezési


http://pvo.bio-mirror.cn/refs.htm

utvonalakon fejtik ki hatdsukat (Campo ¢és mtsai, 2012, Chung ¢és mtsai, 1999, Denison ¢és
mtsai, 2011, Ruiz-Ferrer és Voinnet, 2009, Uzarowska és mtsai 2009, Vetten és Ferl, 1994).
Az el6z0 fejezetben emlitett HC-Pro fehérjék fontosak a fert6zOképesség megtartdsaban.
Szdmos modon képesek a gazdandvény védekezését blokkolni. A fehérjék rgs-CaM
(calmodulin-szerii fehérje) molekulakhoz koétnek, melyek feladata a poszttranszkripcionalis
szinti géncsendesités szupresszalasa, de csokkentik a viralis eredeti kis RNS-ek
metilaciojanak mértékét is. Ez a tobb szinten zajlé fegyverkezési verseny alakitja ki az

MDMV fert6zésnél tapasztalhato klorotikus mozaikossagot (Shiboleth és mtsai, 2007).

1.2.2. Novényi védekezési modok: reaktiv oxigénformak képzése

Az RNS-csendesités mechanizmusa mellett a névény reaktiv oxigénformakat (pl. H,O,,
OH", 102) is felszabadithat, melyek tobb funkcioval rendelkezhetnek. Direkt moddon
tamadhatjak a bejuté korokozot (OH”), keresztkotést alakitanak ki a sejtfalban talalhatod
glikoproteinekkel, ami fizikai akadalyt képez a virus terjedésével szemben, vagy akar
masodlagos hirvivoként szamos, a védekezésben szerepet jatszd szignaltranszdukcios
utvonalat aktivalhatnak (H,O,) (Torres, 2010). A reaktiv oxigénformak a virus mellett a
gazdat is karosithatjak, ezért a novény sajat védelmére enzimeket (pl. szuperoxid-diszmutaz
(SOD), glutation-S-transzferaz (GST)), valamint gyokfogd tulajdonsaggal rendelkezd
masodlagos anyagcseretermékeket allit el (ferulasav komponensek, flavonoid szarmazékok,
stb.). Mindezek mellett érdemes megemliteni a klorofillmolekulak és a karotinoidok gyokfogd

tulajdonsagait is.

1.2.3. Novényi védekezési modok: a fotorendszer karosodasanak kivédése

A Napbdl szarmazo sugarzas energidja a leveleket elérve 3 f6 utvonalon hasznosulhat:
részben a fotoszintézis folyamatat eredményezé fotokémiai reakcioban, emellett a fotonok
energidja hové alakulhat hddisszipacios Utvonalakon, illetve a klorofillok gerjesztését
kovetden a folos energia fluoreszcencia forméjaban jelenhet meg. Optimalis fiziologiai
koriilmények mellett az energia fotokémiai reakcioban hasznosul. A folyamat soran redukalt
koenzimek és nagy energiaju vegyiiletek (ATP) keletkeznek, melyek nélkiilozhetetlenek a
fotoszintézishez. Mivel ilyenkor a fény energidjat kémiai energiava alakitja at a novény, a
klorofillok fluoreszcenciaja csokken. Ezt a folyamatot fotokémiai kioltasnak nevezik.
Biotikus és abiotikus stresszek soran gyakran megfigyelhetd a fotorendszerek karosodasa, és a

nem fotokémiai kioltds mértékének a noOvekedése. A nem fotokémiai kioltas soran



fokozodnak a hé- és energiadisszipacios utvonalak, tovabba a ApH és a xantofill ciklus-alapa
kioltas is er6sodhet (Baker, 2008).

A fotoszintetikus elektrontranszportlinc miikddése soran protonok keriilnek a
kloroplasztiszok tilakoidjainak lumenébe. A folyamatnak koszonhetéen megvaltozik a pH a
lumenben. Stressz hatdsara modosul a protonok mennyisége a lumenben, és szélesebb
tartomanyban tér el a pH is. A pH ilyen szintli valtozasa szamos, a stresszvalaszban szerepet
ki hatasukat. A pH-valtozas soran aktivalodnak a xantofill ciklus enzimei is. A xantofill ciklus
kiindulé vegylilete a violaxantin, melybdl anteraxantin, végiil pedig zeaxantin lesz, mely

szerkezetébdl adoddan hatékony gyokfogd molekula (Baker, 2008).

1.3. Az S-metilmetionin szerepe a névényi anyagcserében

A ndvények biotikus és abiotikus stressztényezdkkel szembeni tolerancidjanak javitasara
a klasszikus nemesitési eljarasok, valamint a transzgénikus novények eldallitasa mellett
lehetdségként meriil fel olyan természetes anyagok alkalmazéasa, melyek kedvezd iranyban
befolyasolva a ndvény fiziologiai folyamatait, a védelmi potencidl novelését eredményezik
(Zhang ¢és mtsai, 2011). Ilyen vegyiilet a ndvényekben altalanosan eléforduld S-
metilmetionin. Az S-metilmetionin  (SMM, [(CHj3),-S-(CH3),-CH(NH)-COOH]) egy
természetben is eléforduld, biologiailag aktiv, nem proteinogén aminosav. 1954-ben irtdk le
el6szor kaposztafélékben, azota pedig az dsszes novénycsaladban sikeriilt kimutatni jelenlétét.
Fontos szerepet tolt be biotikus és abiotikus stresszorokkal szembeni védekezésben, mivel
membranveédd szereppel rendelkezik, de emellett metildonorként befolyasolja az etilén,
valamint a poliamin bioszintézis utvonalakat is.

Az SMM-ciklusban az SMM szintézise metioninbol torténik, S-

adenozilmetionin:metionin S-metiltranszferaz (MMT) segitségével (1. abra).
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1. abra Az SMM-ciklus (az abrat Microsoft PowerPoint 2010 programmal készitettem)

Az enzim SMM mellett S-adenozilmetionint (AdoMet) is elfogad szubsztratként, mely
szintén fontos metildonor a ndvényi szervezetekben. Az S-metilmetionin:homocisztein S-
metiltranszferaz (HMT) 1 mol SMM-bdl 2 mol metionint szintetizal, igy alakitva ki az SMM-
ciklust. Kocsis €s mtsai 2003-ban igazoltak, hogy az SMM-ciklus egyik f6 feladata az
AdoMet megfeleld szinten tartasa. Az AdoMet szintézisében az S-adenozilmetionin-szintaz
(SAMS) vesz részt. Az SMM ¢és AdoMet érzékeny egyensulya is felelds a ndvény megfeleld
védekezéseeért (Ko és mtsai 2004, Ludmerszki €s mtsai, 2011, Réacz és mtsai, 2008, Szegd és

mtsai, 2007).
2. Célkitiizés

Kozismert, hogy a virusfertdzés soran klorotikus foltok jelennek meg a fert6zott egyedek
levelein, mely a fotoszintetikus apparatus sériilésére utal. Felmeriil a kérdés, hogy SMM
hozzaadasaval, valamint fertézés hatasara hogyan és milyen mértékben moédosul a levelek
klorofilltartalma? Ennek felderitésére direkt modszerrel klorofillkinyerést, valamint két
hullamhosszon (690 és 740 nm) fluoreszcencia leképezést végeztem.

Kérdésként meriil fel, hogy MDMV fert6zés soran is termelddnek-e ROS elleni védd
anyagok, valamint hogy milyen kioltasi Gitvonalakat preferal a névény. Ezek vizsgalatdhoz két
nem invaziv modszert, fluoreszcencia leképezést és indukciot vizsgaltam. A fluoreszcencia
leképezést két hullamhosszon (440 és 520 nm) végeztem, mig a fluoreszcencia indukcio

mérése sordn a ApH és xantofill ciklus-alapu kioltast (Onpg), a konstitutiv hdédisszipaciot



(Dfp), valamint az inaktivalodott PSII (kettes fotorendszer) reakcidocentrumok
energiadisszipaciojat (One) vetettem Ossze.

Uzarowska és mtsai (2009) microarray technikaval igazoltdk, hogy a stresszvalaszban
szerepet jatszo GF14-6 fehérje mennyisége megvaltozik MDMYV fert6zés soran. Felvetodhet a
kérdés, hogy hosszabb tavon vizsgalva (3 hét), kukorica csikos mozaik virus fertézés soran
valtozik-e a GF14-6 gén expresszidja? A kérdés megvalaszolasihoz real-time PCR
technikaval vizsgaltam a génexpresszi6 valtozasait.

Kocsis és mtsai (2003) igazoltak, hogy az SMM ¢és az AdoMet érzékeny egyensulyban
vannak jelen a novényben, mindketten fontos metildonorok, és a novényi stresszvalasz
szignalizacios Utvonalai soran is szerepet jatszanak. Felmeriilt a kérdés, hogy SMM
adagolasaval hogyan valtozik az egyensuly, és ez milyen hatassal van a kukorica MDMV-vel
szembeni védekezésére. Ennek vizsgalatahoz az AdoMet szintézisében szerepet jatszo enzim,

a SAMS génexpresszios valtozasait vizsgaltam real-time PCR technikaval.

Mindezen vizsgalatok eredményeként célom volt:
o Képet kapni a ndovény fizioldgiai allapotardl a klorofilltartalom vizsgalataval és a nem
fotokémiai kioltads mérésével.
e Az SMM hatasanak kimutatdsa egyes novényi védekezOanyagok szintézisére
fluoreszcencia leképezéses technikaval.
o A fert6zés és SMM-kezelés génexpressziora gyakorolt hatasainak vizsgalata real-time

PCR technikéaval.

3. Anyag és médszer

Novénynevelési koriilmények, kezelési csoportok

Kisérleteim soran csemegekukoricat hasznaltam. A kukoricaszemeket 6 %-0s H,O,
oldatban aztattam 2 oran at, majd tovabbi 2 oran keresztiil folyd desztillalt vizben mostam.
Ezt kovetéen 3 napig sterilizalt, desztillalt vizzel atitatott, sztirGpapirral bélelt petricsészében
csiraztattam a szemeket. 800 ml-es fézOpoharakban racsra iiltettem a csirdzott magvakat (5
szem/ f6z6pohar), majd SANYO MLR-350 HT tipust ndvényneveld kamraban (23°C, 14 h

vilagos, 10 h s6tét), ¥4 Hoagland tapoldaton neveltem a novényeket.



Kisérletem soran 4 féle kezelést végeztem, melyeket 1, 2 és 3 hét elteltével dolgoztam
fel:

e Kontroll csoport (K): a novényeket Y4 Hoagland tapoldaton neveltem, stresszmentes

kortilmények kozott.

e Kontroll és SMM-kezelt csoport (KS): stresszmentes koriilmények kozott nevelt,

SMM-kezelést kapott kukoricak.

o Fertozott csoport (F): MDMV inokulummal fert6zott egyedek.

o Fertozott és SMM-kezelt csoport (FS): MDMYV inokulummal fertézott egyedek,

melyek a fert6zést megelézden 24 6ras SMM-kezelésben is részesiiltek.

Az SMM-kezelés

Az SMM-kezelt novényeket 11 nappal a csirazast kovetéen 2 mg/L SMM-tartalmt Y4
Hoagland tapoldaton neveltem 24 6rdig, majd azt kdvetéen normal %4 Hoagland tapoldatra
tettem Oket. A kisérlet tovabbi részében végig Y4 Hoagland tapoldaton voltak a névények. A

megfeleld6 SMM-koncentraciot eldkisérletek soran allitottam be.

A fertozés

A fert6zésre szant novényeket 12 és 14 nappal a csirazas utan MDMV-A inokulummal
fertdztem. A fertdzési modszert én kisérleteztem ki, €s kozel 70 %-os fertézottséget sikeriilt
elérnem a kezelt kukoricakban, mely szakirodalmi adatokkal Gsszevetve sikeres, az atlagot
meghalado fertézésnek szamit. A kukoricak 12 napos korukra méar 4-5 leveles allapotban
vannak, €s kisérleteim soran ebben a korban voltak a legfogékonyabbak a virusra. A virus
inokulumot fert6zott novények levelébdl készitettem el. 3 g fert6zott levelet 10 ml Sérensen-
féle foszfat pufferben kevés cellit por hozzdaddsdval eldorzsoltem. Az igy kapott
homogenizatumot 12-15 egyed fert6zésére hasznaltam fel. A fertézés soran az 1. és 2.
leveleket kézzel dorzsoltem be, majd vizet permeteztem a levelekre, mely segiti a virus
bejutasat. A fert6zést a 14. napon is megismételtem, szintén az 1. és 2. leveleket Gjrafertzve.
Fert6zottségi tiineteket mar 3 nappal a maésodik kezelés utan sikeriilt regisztralnom.

Hasonloan korai tiinetmegjelenésre nem talaltam példat a szakirodalomban.

A Klorofill fluoreszcencia indukcio és a fluoreszcencia leképezés mérése
A klorofill fluoreszcenciat és a nem fotokémiai kioltast nem invaziv modszerrel, pulzus

amplitido modulacios késziilékkel (PAM-2000, Waltz, Effeltrich, Németorszag) mértem. A



leveleket a mérés elott 15 percig sotétadaptaltam, hogy a PSII reakciocentrumok nyitott
allapotban legyenek. Ebben a formaban képesek csak maximalisan redukalni a Qa molekulat,
¢s csak igy mérheté maximalis fluoreszcencia (Fpy). A mintdkat nem aktinikus fénnyel rovid
ideig megvilagitottam, mely soran az Fr, és Fo (minimalis fluoreszcencia) adatokat regisztralta
a miszer. Ezekb6l a paraméterckbdl szamolhato ki az F,/Fy hanyados (F, = variabilis
fluoreszcencia), mely kifejezi a PSII maximalis kvantumhatékonysagat, egyuttal jol jellemzi a
ndvény aktualis élettani allapotat.
Fu/Fm = (Fm-Fo)/Fm

Ezt kovet6en folyamatos aktinikus fénnyel vilagitottam meg a leveleket, majd 100 s-ként
gyenge tavoli vords fényfelvillanasokat adtam manudlisan. Az adatokat minden
fényfelvillanasnal regisztralta a muszer, és egészen addig adtam fényfelvillanasokat, amig az
Fn’ érték (fényadaptalt allapotban mért maximalis fluoreszcencia) allando nem lett. Ilyenkor a
PSII reakciocentrumok zart allapotba keriilnek, és nem jatszodik le fotokémiai reakcid. Ezt
kovetden lekapcesoltam az aktinikus fényt, és sotétben gyenge, tavoli voros fényfelvillanasokat
adtam a leveleknek (5 és 20's, 1, 2, 5 és 10 min elteltével). igy a sotétadaptalt allapot mérhetd.
A mérémiiszer folyamatosan monitorozta az aldbbi paramétereket: Fo, Fm, Fo’, Fn’, Fy,
Fmd20”, Fmg5’, Fmgl0 és Fm”l. Kisérletem sordn 3 paramétert vizsgaltam: a ApH és xantofill
ciklus-alapt kioltast (Onpg), a konstitutiv hddisszipaciot (®fp), valamint az inaktivalodott
PSII reakcidcentrumok energiadisszipaciojat (Ong).

®Onprg = ((FFm’) - (FdFm)) * (Fu/Fm [ Fu/Fm)
®1,0 = (F/Fm) * (Fu/Fm / FulFmm)
One =1 - ((1- (FdFw’) * (FulFm [ FulFm) + @t p + Pnpo)

Az egyenletben szerepld Fmm értékhez a legjobb paraméterekkel rendelkezd kontroll

novény Fp, értékét hasznaltam fel (2 héttel a kezelések utan mért kontroll névény volt). A fenti

egyenletek és a modszer Baker (2008) munkajabdl szarmaznak.

A fluoreszcencia leképezés soran FL-FIS (compact flash-lamp fluorescence imaging
system) fluoreszcencia leképzé rendszerrel dolgoztam. A mérémiiszer 355 nm-es UV fénnyel
gerjeszti a mintat, melyet 4 filterrel (440, 520, 690 ¢és 740 nm) ellatott CCD kamera regisztral.

A kis intenzitasu fluoreszcens jelek felerdsitése tobb szaz kép 0sszegzésével torténik, melyet a

! Fo: minimalis fluoreszcencia, Fy,: maximalis fluoreszcencia, Fy’: fényadaptalt allapotban mért minimalis
fluoreszcencia, Fn,’: fényadaptalt allapotban mért maximalis fluoreszcencia, Fy: t idOpillanatban mérhetd aktualis
fluoreszcencia fény adaptalt allapotban, F,g20”, F,45°, Frg10’: maximalis fluoreszcencia sotétadaptalt allapotban
a 20. masodpercben, 5. és 10. percben, Fp,,”’: maximalis fluoreszcencia sdtétadaptalt allapotban
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Camille1.04 program végez el. Az adatok kiértékeléshez egy masik, az 1.05 program szolgal

segitségiil.

Klorofillkinyerés 80 % acetonnal

A leveleket eldorzsolés elétt 1,8 em atmérdji dugofaroval kikorongoztam, majd 3-3
korongot dorzsmozsarban 10 ml, ammoniat is tartalmazo, 80 %-0s acetonnal
homogenizaltam. A mintakat 10 000 g-n 5 percig centrifugaltam, majd 1 cm-es kiivettdkban
fotométerben megmértem az abszorbancia értékeket 663,6 és 646,6 nm-en. A kapott
intenzitdsadatokbdl az alabbi egyenlet alapjan Osszklorofill tartalmat szamoltam 10 ml
mintéra:

Kl-a+ Kl-b = 17,76 * Egas6 + 7,34 * Egss
Az igy kapott értékeket egységnyi levélfeliiletre kiszamoltam és dsszklorofill tartalom

(mg) / egységnyi levélfeliilet (cmz) forméaban adtam meg (Porra és mtsai, 1989).

mRNS kinyerés, cDNS szintézis
Az mRNS kinyeréshez ZR Plant RNA MiniPrep™ 2024 kinyerd kitet, a cDNS-
szintézishez a First Strand cDNA Synthesis Kitet hasznaltam (Thermo Scientific) a gyarto

utasitasa szerint.

real-time PCR

A mérés soran Power SYBR® Green PCR Master Mix (Life Technologies) kit
felhasznalasaval relativ génexpresszidt vizsgaltam. A vizsgalando gének kivalasztasdhoz
Uzarowska és mtsai 2009-es munkaja adott segitséget. A referenciagéneket Manoli és mtsai
(2012) cikke alapjan valasztottam ki (1. tablazat).

Referenciagének: aktin (ZA), membran fehérje PB1A10.07¢c (MEP).

Vizsgalt gének: GF14-6 (GF), S-adenozilmetionin szintaz (SAMS).
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1. tablazat A vizsgalt és referenciagénekhez hasznalt forward és reverz primerek

] ] Adatbazis gRT-PCR
gén forward szekvencia . Amplikon
reverz szekvencia (5°>3’) hivatkozasi hatékonysag
neve (5=>3) hossza (bp)
SZAm E

ZA CGCTAGTGGGCGAACAACT  CGCATGAGGAAGTGTGTATCC 92 J01238* 1,95
MEP TTCCTCATGTTCTTCGTGCC CAGTTCTCATTCCATCCGTG 130 AY105120.1** 1,98
GF AGAGCAATGTCCTGGGCAG  CAAGATGAAGGGTGATTACTAC 114 BG836057.1** 1,94
SAMS CATTGAGCAGCAGTCCCCT GGTCTCGTCAGTCGCATAC 118 BT054969* 1,97

* GenBank ** MaizeGDB

A primereket primer3 online programmal és Oligo Analyzer 1.2 programmal terveztem.
A génexpresszios valtozasokat AACt modszerrel szdmoltam ki.
ACtkontroII = Ctvizsgélt gén kontroll ~ Ctreferencia gén kontroll

ACtkezeIt = Ctvizsgélt gén kezelt ~ Ctreferencia gén kezelt

AACt = ACtkontroll - AC'[kezelt

y , o AACt
A valtozas mértéke: EAACY

Statisztikai vizgsgalatok

Mérési eredményeimet Student-féle t-probaval ellendriztem. A szignifikanciaszintet (o) 5
%-ban hataroztam meg. Az adatsorokat Excel 2010 programban vetettem Ossze a t.closzlas
fliggvényt hasznalva, melyhez t-tiblazatbol néztem ki a fiiggvénybe illesztendd £ paramétert.
A t.eloszlas fiiggvény segitségével az els6faju hiba valoszinlisége szamithato ki (p). Ha p

értéke meghaladja az 5 %-ot, akkor a két adatsor kozott szignifikans kiilonbség mutathato ki.

4. Eredmények és értékelésiik
4.1. A novény fiziologiai allapotat jellemz6 paraméterek valtozasai

A ndvény altalanos fiziologiai allapotanak a leirdsara a fotorendszerek allapotat (4.1.1.

fejezet) és a levelekben kimutathato klorofilltartalmat (4.1.2. fejezet) vizsgaltam.
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4.1.1. A fluoreszcencia-paraméterek valtozasai

A fluoreszcencia indukcio valtozdsai

Az F\/Fy a PS Il maximalis kvantumhatékonysagat fejezi ki, mely paraméter jol jellemzi
a novény fizioldgiai allapotat. Ennek kdszonhetéen az F\/Fy, adat jo megkozelitéssel, egyenes
aranyossagban mutatja a fotorendszerek épségét, ezért stresszhatasoknal kivaldan

jellemezheto vele a karosodas mértéke. Az F./Fn, értékeket a 2. abra mutatja be.

0,85 -
0,8 -
[
075 - L
0,7 -
Ev/Em Okontroll
@kontroll+SMM
0,65 -
@ fertdzott
O fert6z6tt+SMM
0,6 -
0,55 -
0,5 . . .
2 hét 3 hét
A Kkezelések 6ta eltelt id6 (hetek)

2. abra A PSII allapotat jellemz6 F\/Fn, fluoreszcencia értékek 1, 2 illetve 3 héttel a

kezelések utan mérve.

Az F,/Fp, adatokban szignifikans valtozas csak a fert6zés utani elsé héten tapasztalhato, a
2. ¢és 3. hetekben mar nem kiilonboznek statisztikailag egymastol a kezelések. Az elsé héten
megfigyelhetd eltérés a fert6zési modszer soran fellépd mechanikai karosodassal
magyarazhato. Az eredmények alapjan elmondhatd, hogy az SMM-kezelés nem volt hatassal
az F./Fny paraméterekre, tovabba a virusfertézés sem eredményezett drasztikus csokkenést.

Mivel az F,/F, paraméter nem mutatott valtozast, ezért érzékenyebb méréssel, a nem
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fotokémiai kioltds mérésével is megvizsgaltam a novényeket, mely adatokat a 3. abra

tartalmazza.

A nem fotokémiai kioltas értékei

A kontroll és SMM-kezelt novényeket nem tiintettem fel a 3. abran, mert statisztikailag

nem tértek el a kontrolltol egyik paraméter esetében sem.

8, b, oK
0,30 HK 035 - HAF
AF
0,25 e 030 - — =FS
= —
0,20 0,25 - = == E
0,15 T / 0,20 - = = =
D\ J. @; — — —
i 20,15 - — = =
0,10 — — —
0,10 - — — —
0,05 T — = =
m k| = 2 A 2
0,00 : : WA= = | =
1 hét et 3 hét 0,00 - -
-0,05 1 hét 2 hét 3 hét
Kezelések 6ta eltelt ido (hetek) Kezelések éta eltelt idé (hetek)
C,
m]
0,08 - K
@F
0071 =FS
0,06 -
005 { [
004 4 ||
®NPQ 1 %
0,03 4 | |_ = S
- g— =
oot | f,: =
0,00 +—— A= [ EETE S —
1 hét 2 hét 3 hét
A Kkezelések ota eltel id6 (hetek)

3. abra Az inaktivalodott PSII reakcidcentrumok energiadisszipacioja (®ng) (a,), @

konstitutiv hédisszipacio (Psp) (b,) és a ApH ¢és xantofill ciklus-alapu kioltas (®neg) (C,)

kontroll, fertozotet, valamint a fertézott és SMM-kezelt ndvényekben 1, 2 és 3 héttel a

kezelések utan (K: kontroll, F: fertézott, FS:fertézott és SMM-kezelt).
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A 3/a. abran az inaktivalodott PSII reakcidcentrumok energiadisszipacidja lathatd. A
fertozott valamint a fertozott és SMM-kezelt novények szignifikansan eltérnek a kontrolltol.
Mig az els6 héten van kiilonbség a fertézott tovabba a fertézott és SMM-kezeltek One
értékében, addig a 2. hétre a kiilonbség csokken, majd a 3. hétre elvész. Az eredmények
alapjan lathato, hogy a virusfert6zés hatasara jelentésen megnd ez a paraméter, mely valtozas
mutatja, hogy a PSII reakciocentrumok energiadisszipacidja preferencialis kioltasi utvonalnak
szamit MDMV fert6zésnél.

A 3/b. abran a konstitutiv hddisszipacio értékeit tiintettem fel. Az 1. és 2. héten
statisztikailag nem kiilonboznek a kezelt novények értékei a kontrolltol, azonban a 3. hétre a
fertézott novények értékei szignifikdnsan meghaladjak a kontroll és a fertézott és SMM-kezelt
novények ®sp értékeit. Virusfertdzésnél a fotorendszerek sériilése kdvetkeztében a konstitutiv
hédisszipacio emelkedése figyelheté meg, azonban amennyiben SMM-eldkezelést kaptak a
novények, a kontrollal megfelel értékeket regisztraltam. Az eredmények arra utalnak, hogy
az SMM-eldkezelés megvédte a ndovényt a karosodastol.

A 3/c. abran a ApH és a xantofill ciklus-alapt kioltas értékei szerepelnek. A fertézott
novények értéke statisztikailag itt is elkiiloniil a kontroll, és a fertdzott és SMM-kezelt
kukoricaktol. A Onpg valtozasa stresszfliggd, ugyanis amig bizonyos stresszeknél
megemelkedik, addig mas tipust stresszeknél csokken a mértéke. Solti és mtsai (2009)
kimutattak nyarfaknal, hogy Cd-stressz soran csokkent a ApH és a xantofill ciklus-alapa
kioltas mértéke. Jelen dolgozatban, vagyis csemegekukoricak MDMV-fert6zése soran is
csokkenést mértem, mely azt jelenti, hogy a ®npg nem tekinthetd jelentds kioltasi utvonalnak.
Hasonloan, mint a konstitutiv hédisszipacio soran, itt is megfigyeltem, hogy SMM-elokezelés
hatasara a fertdzott egyedek értékei a kontroll novények értékeivel megegyeztek, ami az S-

metilmetionin kezelés védo hatasanak koszonhetd.

4.1.2. A klorofilltartalom valtozasai

Kisérletem soran vizsgaltam mind a virus, mind az SMM hatasait a klorofilltartalomra.
Méréseim sordn két modszert alkalmaztam: hagyomanyos acetonos kinyeréses technikat,
mellyel kvantitativan adhatdé meg a mennyiség, valamint a nem invaziv fluoreszcencia
leképezéses modszert, amellyel aranyaiban jol becsiilhetd a klorofilltartalom. Az adatokat a 4.

abra tartalmazza.
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1 0,04

1 4
o 1 0,035
1,7 1 1 0,03
15 - 1 0,025 5ecakiorofill tartalom
F690/740 | 002 (mg Jem?)
L3 1 0,015
K
1,1 - 1 0,01 KS
1 0,005
0,9 - F
10 FS
7 = K
% 1 -0,005
KS
0,5 : : 0,01 -
1 hét 2 hét 3 hét
A Kezelések 6ta eltelt idd (hetek) —Fs

4. abra A Klorofilltartalom valtozasainak vizsgalata 80 %-os acetonos kinyeréssel egységnyi
levélfeliiletre (cm®) vetitve (jobb oldali y-tengely, vonaldiagram), valamint fluoreszcencia
leképezéses adatok 690 és 740 nm-en mért fluoreszcencia értékeinek hanyadabol szamolva

(bal oldali y-tengely, oszlopdiagram). Az 6sszklorofill tartalom egyenes, mig a fluoreszcencia
leképezéses adatok forditott aranyossagban mutatjak a klorofilltartalmat (K: kontroll, KS:

kontroll és SMM-kezelt, FS: fertézott és SMM-kezelt, F: fertézott).

A 4. abran a 690 és 740 nm-en mért fluoreszcencia aranyat oszlopdiagramon, mig az
acetonos modszerrel meghatarozott klorofilltartalmat vonaldiagramon &brézoltam. A
fluoreszcencia aranyok forditott aranyossagban adjak meg a klorofilltartalmat, mivel a
klorofill molekulak elnyelik a 690 nm-en kibocsajtott fluoreszcenciat. Ennek
eredményeképpen az oszlopdiagramon a novekedés a klorofilltartalom csokkenését, mig a
csokkenés a klorofilltartalom ndvekedését jelenti. A kontro/l és SMM-kezelt novényekben
magasabb klorofilltartalom mérhetd, mint a kontrollnal. A fluoreszcencia adatok alapjan a
kiilonbség nem tekinthetd szignifikdnsnak, azonban az elsé héten az acetonos kinyeréssel
mért adatok szignifikdnsan magasabb klorofilltartalmat mutatnak. A fertézott kukoricak
fluoreszcencia-alapu értékei a legmagasabbak, ez foleg a 3. héten lathato tisztan, és ezzel
parhuzamosan a 3. hétre erételjes lecsengés tapasztalhaté az acetonos meghatarozassal 1S

ennél a csoportnal. A fertézott és SMM-kezelt novények oszlopdiagramos adatai mar a 2., de
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foleg a 3. héten szignifikansan eltérnek a fertézott kukoricaktol, azokndl joval nagyobb
klorofilltartalmat mutatnak, és ugyanezt az eredményt tamasztja ala a vonaldiagram is. A
fertozott és SMM-kezelt novények a 3. hétre megkozelitik a kontrollnal mérhetd
klorofilltartalmat. Vizsgalataimmal elséként mutattam ki, hogy a virusfertézés soran fellépd
Klorofillcsokkenést képes az SMM-eldkezelt novény kivédeni, melyet két, egymastol eltérd
modszerrel is igazoltam. Mérési eredményeim alapjan sikeriilt egy Osszefliggést leirnom az
egységnyi levélfeliiletre  vonatkoztatott  Osszklorofill tartalom ¢és az F690/740
intenzitasaranyok kozott. Lichtenthaler és mtsai (1990) mutattak mar ki hasonld 6sszefliggést
kiilonb6z6 fafajoknal, azonban csemegekukoricéra leirds még nem sziiletett.
[(F690/740)*1000]*5sszklf tartalom mg/cm?= (x-1)*7,
ahol x a novény kora hetekben kifejezve. Amennyiben a fluoreszcencia-aranyt
megszorzom az Osszklorofill tartalommal egységnyi levélfeliiletre szamolva, abbol
kovetkeztetni lehet a novény korara (hetekben). Az egyenletben szerepel egy konstanssal
(1000) vald szorzas, azt praktikus okokbol vezettem be, hogy a hetek szdma konnyen
kezelhetd szam legyen. Az igy kapott eredmények 10 %-os hiban beliil voltak. Az egyenlet
lehetdséget ad arra, hogy nem invaziv mddszerekkel, a fluoreszcencia leképezéses adatokbol
¢s a novény korabol ki lehessen szamolni az egységnyi levélfeliiletre es6 osszklorofill

tartalmat csemegekukoricaknal.

4.2. A novényi stresszvalaszban szerepet jatszo védéanyagok vizsgalata

A ndvényi stresszvalaszban fontos szerepet jatszo anyagok meghatarozasahoz a 440 és
520 nm-en készitett fluoreszcencia felvételek hanyadosaival szamoltam (5. abra). 440 nm-en
foleg ferulasav és p-kumarsav komponensek emittalnak, mig 520 nm-en féként kempferol,
kvercetin, berberin, tovdbba riboflavin vegyiiletek detektalhatok. A stresszhatdsok
vizsgalatanal nem a fluoreszcencia hozamokat, hanem ezek hanyadosat szoktak figyelembe
venni (Buschmann és mtsai, 1998, 2000, Lazar 1999, Lichtenthaler és mtsai, 1996, 1997,
Pineda és mtsai, 2008, Rohacek és mtsai, 1999, Szigeti, 2008). A 2 héttel a kezelések utan
mért fluoreszcencia értékekbdl készitett hamisszines felvételeket is ebben az alfejezetben

mutatom be (6. és 7. abrak).
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5. abra A ndvényi stresszreakciokban szerepet jatszo sejtfalkomponensek vizsgalata a
fluoreszcencia leképezéses adatok 440 és 520 nm-en mért fluoreszcencia értékeinek
hanyadabdl szamolva. A zold csillag a klorofilltartalom névekedését, mig a piros a

csokkenését jelzi (a 4. abra adatai alapjan) (K: kontroll, KS: kontroll és SMM-kezelt, F:
fertozott, FS: fertozott és SMM-Kezelt).

Az F440/520 aranyok Osszevetéséhez ismerni kell a klorofilltartalmat, mivel a klorofill
molekuldk elnyelik a 440 nm-en emittdldo anyagok fluoreszcencidjat, igy magasabb
klorofilltartalom mellett alacsonyabb F440-es értéket, és ennek koszonhetden alacsonyabb
F440/520 aranyt kapunk. A 5. abran éppen ezért feltiintettem a klorofilltartalom valtozasat is
a kontroll névényekhez viszonyitva. A 2. tablazatban kiilon is feltiintettem a 440 és az 520
nm-es emissziok értékét. Az 1. héten a kontroll és SMM-kezelt kukoricdknal megnd a
klorofilltartalom (zo6ld csillag), ennek megfelelden alacsonyabb F440/520 érték mérhetd, mint
a kontroll novénynél. A fertdzott és a fertozott és SMM-kezelt kukoricaknal csokken a
klorofilltartalom az elsé héten, ami parhuzamba hozhato az F./F, adatok (2. abra)
csokkenésével. Az utobbi két kezelésnél a klorofill csokkenése miatt kevésbé nyelddik el a
440 nm-es fluoreszcencia, mégis alacsony F440/520 aranyt mértem. Ez annak kdszonhetd,

hogy a 440 nm-en emittalé anyagok mennyisége csokken a novényekben. Az eredmények azt
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mutatjak, hogy a fert6zés soran okozott mechanikai sériilés a 440 nm-en emittaldé anyagoknak
a csokkenéséhez vezet.

2 héttel a kezelések utan az SMM-kezelt ndvényeknél megnd a F440/520 arany értéke. A
kontroll és SMM-kezelt és a fertézott és SMM-kezelt kukoricakban jelentGsen megnétt a 440
nm-es emisszié Mértéke (2. tablazat). Emellett kisebb mértékben, de mind a két kezelési
csoportnal ugyancsak megemelkedett az 520 nm-es emisszio is. A fertézott egyedeknél az 520
nm-es emisszié emelkedett meg szignifikansan a kontroll novényekhez képest, mig a 440 nm-
es emisszid nem tért el tolik. A fertozott novényeknél tapasztalhatd klorofilltartalom
csOkkenés azt eredményezi, hogy kevésbé nyelddik el a 440 nm-es emisszid, igy az 5. abran
lathatdo F440/520 intenzitascsokkenés a nevezd novekedésével, tehat az 520 nm-en emittald
anyagok fluoreszcencidjanak novekedésével magyarazhat6. Lathatd, hogy a fert6zés okozta
stressz soran megnd az 520 nm-en emittadlé anyagok felhalmozoddasa, mig az SMM-kezelés
soran jellemzden a 440 nm-en emittdlo anyagok dusulnak fel a névényben.

A kezeléseket kovetd 3. héten mind a fertézotr, mind a fertézott és SMM-kezelt
kukoricaknal szignifikdnsan megemelkedik az F440/520 arany értéke. A fertézott novények
kevesebb klorofillt tartalmaznak a tobbi novénynél, igy a 440 nm-es érték emelkedése a
kisebb mértékii Ujraclnyelésnek koszonhetd. Ezt a megfigyelést a 2. tablazat adatai is
alatamasztjak, hisz sem a 440, sem az 520 nm-es emisszio nem tér el szignifikansan a kontroll
novények értékeitdl. A fertézort és SMM-kezelt kukoricaknal az F440/520 intenzitas
novekedése a 440 nm-en emittaldo anyagok mennyiségének emelkedésével magyarazhato. A 2.
tablazatban is megfigyelhetd, hogy ennél a csoportnal jelentdsen nagyobb mennyiségben
vannak jelen a 440 nm-en emittal6 anyagok.

Az eredmények alapjan lathatd, hogy az SMM-kezelés megemeli a 440 nm-en emittald
anyagok mennyiségét, melyek szerepet jatszanak a ndvény védekezésében. Az SMM-
elokezelést is kapott novényeknél stressz soran hosszabb tavon is Kimutathaté a 440 nm-en
emittald anyagok mennyiségének emelkedése, mely az SMM kondicionald hatasanak

koszonheto.
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2. tablazat A 440 és 520 nm-en mért emissziok értékei, és az osszklorofill-tartalom.

Kezelések Emissziok / nm osszklorofill-
tartalom
440 520 440/520 uglem®”
K 106,20 + 10,99 109,40+ 12,00 0,97 + 0,09 15,6 = 1,50
, KS 108,22 +£1,69  133,97+10,28  0,81+0,08 202+1.21"
I hét F 60,19 + 6,45" 108,61+9,75 0,55+ 0,05 15,1+ 0,45
FS 75,67 +£8,78°  174,07+13,84 0,43+0,04" 15,0+ 0,6
K 349,60 + 10,59 380,39 +17,61 0,92 + 0,09 257 +0,77
y KS 510,76 +28,45 467,39+73,66 1,09+0,10" 27,0+ 2,43
2. het F 306,35+35,81 703,10+30,94° 0,44 +0,04 22,1+0,93"
FS 574,76 +29,43" 480,66+ 13,27 1,20+0,10 24,9+ 0,35
K 182,78 +17,99 291,48+30,75 0,63+ 0,06 33,7+2,36
) KS 256,11 + 39,44  442,66+60,07 0,58 +0,05 35,4 + 2,48
3. het F 227,42 +2593 310,25+32,89  0,73+0,07 243+1,68
FS 411,08 + 37,49 38457+2127 1,07+0,10" 35,9+ 248

K: kontroll, KS: kontroll és SMM-kezelt, F: fertézott, FS: fertézott és SMM-kezelt

A “-gal jelslt értékek statisztikailag eltérnek a kontroll kukoricak értékeitél.

** Az értékeket a 4. dbra adatai alapjan szamoltam.
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6. abra 2 héttel a kezelések utan mért fluoreszcencia intenzitas értékek. a, a kontroll (K), b, a
kontroll és SMM-kezelt (KS), c, a fertézott (F) és d, a fertdzott és SMM-kezelt (FS) novények
440, 520, 690 és 740 nm-en készitett fluoreszcencia felvételei.
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7. abra 2 héttel a kezelések utan mért fluoreszcencia intenzitas képek. a, a kontroll (K), b, a
kontroll és SMM-kezelt (KS), c, a fertézott (F) és d, a fertdzott és SMM-kezelt (FS) novények
440/520 és 690/740 nm-en készitett fluoreszcencia felvételek hanyadosai.

Az 6. és 7. abra képeit Camillel.05 kiértékeld programmal, hamisszin hozzarendeléssel
készitettem. A 6. abran a kiilonb6z6 hullamhosszakon mért intenzitasértékek kiilon-kiilon,
mig a 7. abran a felvételek aranyai szerepelnek (440/520 és 690/740). A kontroll
novényeknél alacsony intenzitdsértékek mérheték a 440 és 520 nm-es tartomdnyban
(sotétkék) (6/a abra). SMM-kezelés és fertozés hatasara zold szinli, magasabb intenzitasa
foltok jelennek meg a felvételeken (6/b, ¢ abrak). A 440 és 520 nm-en készitett felvételek
hanyadat vizsgalva (7/c abra) a fertézott ndvény felvétele sotétkék szinii, mig a tobbi novény
esetében magasabb intenzitasy, zold szinli kép lathatd. A 690 nm-en készitett felvételeknél a
fertézott és SMM-kezelt névényeknél jelentds intenzitasnovekedés tapasztalhato (piros részek)
a kontroll névényekhez képest (6/d abra). A 740 nm-en készitett képeknél azonban ennek az
ellentéte lathatod, a kontrollnal mérhetd a legnagyobb intenzitas (piros foltok a levélen), mig a
tobbi kezelés esetén a zold és a kevésbé intenzivebb kék tartoméanyok figyelheték meg (6.

abra). A felvételek kiegészitik a 4. és 5. abra, valamint a 2. tablazat adatait.
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4.3. A génexpresszios vizsgalatok eredményei
Uzarowska és mtsai (2009) kukorica virusfertézése soran vizsgaltak, mely gének
jatszhatnak szerepet a novényi stresszvalaszban. Munkdjuk alapjan két gén, a GF14-6 és a

SAMS génexpresszio valtozasait vizsgaltam. Az eredményeket a 8. abra tartalmazza.

a, Génex- K b, Génex- K
pr'esszi,()s KS pr'esszif’)s KS
valtozas F valtozas
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8. abra A GF14-6 (a,) és a SAMS (b,) gének expresszidjaban tortént valtozasok a kezelést kovetd
hetek soran. Az értékek %-ban értendbk, a kontroll génexpresszid valtozasaihoz viszonyitva (100 %).
A 8/b abran a zold vonal a fertdzott novényekben, mig a sarga vonal a fertdzott és SMM-Kezelt
novényekben a SAMS gén expresszidjanak idébeli valtozasat reprezentalja (K: kontroll, KS: kontroll
és SMM-kezelt, F: fertézott, FS: fertézott és SMM-kezelt).

A 8/a abran a GF14-6 génexpresszio valtozasai lathatok. Az 1. héten a kontroll és SMM-
kezelt és a fertézott kukoricakban szignifikansan megemelkedik a génexpresszio szintje a
kontrollhoz képest, mig a fertézott és SMM-kezelt novényeké nem tér el téle. A masodik hétre
jelentésen lecsokken a kiilonbozé kezeléseknél mérhet6 génexpresszid mértéke a kontrollhoz
viszonyitva, azonban a harmadik héten ujra megemelkedik a kontroll és SMM-kezelt és a
fertozott ndvények génexpresszioja. A GF14-6 gén terméke a stresszvalaszban szerepet jatszo
szignalizdcios utvonal komponenseit koti, melyek szallitdsaban, illetve foszforildlasaban
(tehat aktivalasaban) miukodik kozre. A fehérje emellett olyan fehérjéket is megkot a
citoplazmaban, melyek transzportjdnak célja a kloroplasztisz. A kezelések utan 1 és 3 héttel
olyan folyamatok jatszodhatnak le a kukoricakban, melyek a GF14-6 génterméket igénylik,
igy vélhetdleg fokozodhatnak a stresszvalasz szignalizacidos ttvonalai, valamint a

kloroplasztiszba szallitod6 molekulak mennyisége is megemelkedhet. Mivel a virus
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replikacidja a kloroplasztisz kiils6 membranrendszerében megy végbe, tovabba mivel a
fert6zés aktivalja a novény védekezOrendszerét, valoszinsithetd, hogy a GF14-6 gén
expresszidja a fertdzott novényekben ezen folyamatoknak koszonhetéen novekedett meg. Az
S-metilmetionin szintén mind a két utvonalon érvényesitheti a hatasat: a klorofilltartalom
emelésével befolyasolja a kloroplasztisz anyagcseréjét, valamint az SMM-ciklus révén a
stresszvalasz utvonalaiban is fontos szerepet jatszik. Valosziniileg a 2. héten tapasztalt
csokkenés azon molekuldk mennyiségének a csokkenésével magyarazhatd, melyeket a GF14-
6 gén terméke kot meg. A fertézort és SMM-kezelt kukoricakban alacsonyan marad a gén
kifejezddése. Ez azzal értelmezhetd, hogy az SMM, valamint a virus aktivalta utvonalak
hathatnak egymasra. Eredményeim alapjan a kezelések kombinaciojanal gatlas figyelhetd
meg, mig a kezeléseket kiilon-kiilon alkalmazva (kontroll és SMM-kezelt, fertozott kukoricak)
megemelkedik az aktivitas mértéke, mely megfigyelés alatamasztja az interakcié meglétét.

A 8/b abran a SAMS génexpresszios valtozasai szerepelnek. A kontroll és a kontroll és
SMM-kezeltek értékei az elsé héten nem, mig a 2. és a 3. héten eltérnek egymastol. A kontroll
és SMM-kezelt novények a 3. héten szignifikdnsan meghaladjak a kontroll értékeit. A fertézott
novényeknél az 1. héten jelentds mértékben megemelkedik a génexpresszio, majd egy
exponencialis gorbe mentén gyorsan lecseng a 2. és 3. hétre. A fertdzott és SMM-kezelt
novényeknél azonban egy egyenes mentén (mely egyenlete: y = 31,656x + 124,57)
folyamatosan nd a génexpresszid mértéke, és mar a 2. héten szignifikdnsan meghaladja a
tobbi csoport értékét. Méréseim soran sikeriilt kimutatnom, hogy a SAMS gén fontos szerepet
jatszik a virusfertdzés soran, valamint hogy SMM-kezelés hatasara a fert6zott novényekben
jelentds valtozés tapasztalhatd az expressziodjat illetben. Az S-metilmetionin kezelés az S-
adenozilmetionin szintdz génexpresszidjanak a magas szinten tartasaval, és folyamatos
emelésével, igy kozvetve az enzim termékének (S-adenozilmetionin) emelésével,

kondicionalo hatassal bir.

Eredményeim alapjan sikeriilt igazolnom az SMM védé hatdsit MDMV fert6zéssel

szemben: €lettani, metabolomikai, valamint transzkripcids szinten is. Az SMM hatasai:

e segit megdrizni MDMYV fert6zés soran a fotoszintetikus apparatus épségét: csokkenti a
konstitutiv hddisszipacio mértékét, emeli a ApH é€s a xantofill ciklus-alapu kioltast,

o fertdzott ndvényekben jelentdsen mérsékli a klorofilltartalom csokkenését,

e megnoveli a 440 nm-en fluoreszkalo stresszvédd anyagok mennyiségeét,

e Dbefolyasolja a GF14-6 ¢s az S-adenozilmetionin szintdz génexpresszidjat, melynek
eredményeképpen kondicinalé hatassal rendelkezik.

24



Kutatdsom soran a virusnak (MDMYV) néhany, az S-metilmetionin kezelést6l fiiggetlen
hatasat is sikeriilt feltérképeznem:

e cmeli a konstitutiv hddisszipacid és a kettes fotorendszerek reakcidocentruménak
energiadisszipaciojat, mig a fertdzés soran csokken a ApH és a xantofill ciklus alapu
kioltas,

e hatasara emelkedik az 520 nm-en fluoreszkalo anyagok mennyisége,

e kolcsonhat szignalizacids utvonalakkal, melyekben a GF14-6 gén szerepel,

e a novény védekezdrendszerének aktivalasa révén befolyasolja az S-adenozilmetionin

szintaz expressziojat.

A 9. abran eredményeim alapjan 6sszefoglalom a csikos mozaik virus és az S-metilmetionin

csemegekukoricara gyakorolt hatasat.

25



\_\
sejtfal _\\
T(DNFJ q)f’D l“‘\l\ \
* G Klorofill |
| @ppq, Klorofill '\_\
\
\
\
kloroplasztisz }\\
/ \
‘ \\_ =
{ \.

sejtmag ‘ N
Vi \L’

9. abra A csikos mozaik virus (MDMYV) és az S-metilmetionin (SMM) csemegekukoricara
gyakorolt hatasai. A virusfertézés soran megnd a konstitutiv hédisszipacio és a kettes
reakciocentrumok energiadisszipacioja, valamint csdkken a ApH és a xantofill ciklus-alapu
kioltas mértéke, illetve a klorofilltartalom. Az SMM emeli a klorofilltartalmat, és csokkenti a
virusfert6zés hatasait a kloroplasztiszokban. A virusfert6zés soran a sejtmagban fokozodik az
L. tipust gén’ atirddasa, mely 520 nm-en emittald véddanyagok szintézisét eredményezi,
tovabba a GF14-6 ¢s a SAMS gének expresszidja is fokozddik. Az SMM ezzel szemben a ’Il.
tipust gének’ atirasat serkenti, melyek a 440 nm-en emittalo anyagok szintéziséért felelosek.
Az SMM szintén serkenti a GF14-6 és a SAMS gének Kifejez0dését virusmentes névényben,
azonban virus jelenlétében a GF14-6 génnek mar gatolja a kifejez6dését. Az abran piros
csillaggal jeloltem azokat az Gtvonalakat, ahol az SMM gatolja a virusfertdzés hatasait. Az 1.
és II. tipusu gén’ elnevezés a kiilonbozd molekuldk szintéziséért felelos géneket jeloli

Osszefoglaloan. Az dbrat Microsoft PowerPoint 2010 programmal készitettem.
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Osszefoglalas

A csemegekukorica a vildgon az egyik legnagyobb mennyiségben termesztett
haszonnovényeink egyike. Elelmezési szempontbol és takarmanynovényként is rendkiviili
jelentdséggel bir. Fontossdgdnak koszonhetéen nagy hangsulyt fektetnek korokozoinak
kutatasara és megismerésére is, melyek koziil egy virdlis patogén, a kukorica csikos mozaik
virus emelhetd ki. A virusfert6zés hatdsara klorotikus foltok jelennek meg a névény levelein,
¢s torpendvésiiek lesznek az egyedek. Kutatdsom soran arra kerestem a valaszt, hogy a
nemesitési eljarasok mellett milyen mddon lehetne visszaszoritani a virus terjedését.

Ennek vizsgalatahoz egy természetes biogén vegyiilettel, az S-metilmetioninnal kezeltem
a novényeket exogén modon, majd ezt kovetben MDMV koérokozdval fertdztem a
kukoricakat. A fertézést kovetd hetekben folyamatosan monitoroztam a fotoszintetikus
apparatus épségét (Fu/Fm, Onpg, Oip, Onr, fluoreszcencia leképezés mérése, dsszklorofill
tartalom meghatarozasa), a biotikus stressz soran felhalmozddott véddéanyagok mennyiségét
(fluoreszcencia leképezés), valamint két, a stresszvalaszban vélhetdleg szerepet jatszo gén
expresszios valtozasait (GF14-6, S-adenozilmetionin szintaz).

Eredményeim alapjan a virusfertdzés szdmos hatésat sikeriilt feltérképeznem, mellyel
igazolok régebbi megfigyeléseket, illetve kiegészitem azokat sajat eredménnyel. A fert6zés
soran csOkken a klorofill mennyisége a fert6zott levelekben, emelkedik a konstitutiv
hdédisszipacio €s az inaktivalodott PS II reakciocentrumok energiadisszipacioja, csokken a
ApH és a xantofill ciklus alapu kioltas. Az 520 nm-en fluoreszkal6 anyagoknak a mennyisége
megemelkedik, tovabba a GF14-6 és a S-adenozilmetionin szintdz gének expresszidjat is
befolyasolja.

Kisérleteim soran sikeriilt igazolnom az S-metilmetionin védé hatdsat: megérzi a
fotoszintetikus apparatus épségét virusfertézés soran, mérsékli a fertézés soran fellépd
klorofilltartalom-csokkenést, megnoveli a 440 nm-en fluoreszkald stresszvédd anyagok
mennyiségét, tovabba befolyasolja a GF14-6 ¢és az S-adenozilmetionin szintaz

génexpressziojat, melynek eredményeképpen kondicionald hatassal rendelkezik.
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Summary

Maize (Zea mays L.) is one of the most widely grown crops worldwide. Due to its
importance as a food and feed plant, investigations on tolerance to pathogens and attempts to
find alternative methods to increase its defence potential are of great importance. Maize dwarf
mosaic virus is one of the most common pathogens infecting maize plants. Its infection causes
decreased plant growth and chlorotic bands on the leaves giving a mosaic pattern. The main
aim of my work was to reveal the possibilities of restriction of the virus in sweet corns.

Apart from the use of classical breeding techniques, the application of a biologically
active compound seemed to be an alternative possibility. The SMM treatment was prior to the
MDMYV infection. During the weeks following the infection, the response reactions of the
photosynthetic apparatus (by measuring Fv/Fm, Oneq, @fp, ®nr, multicolour fluorescence
imaging, total chlorophyll content), the change in the amount of molecules that play vital role
in plant defence mechanisms (measured with multicolour fluorescence imaging), and the
changes of gene expression patterns of two candidate genes (GF14-6 and S-
adenosylmethionine synthase) were monitored.

Based on my results, | managed to reveal several effects of the viral infection, partly by
verifying previous results and partly by replenishing them. In infected plants, the amount of
chlorophyll molecules decreased, the rate of the constitutive heat dissipation and the
inactivated PSII reaction centres’ energy dissipation increased, and the rate of the ApH and
xanthophyll-cycle dependent quenching decreased. The amount of 520 nm fluorescence
emitting compounds has increased, moreover the gene expression patterns of GF14-6 and S-
adenosylmethionine synthase genes has been altered as well.

In my present study, | verified the beneficial and protective effects of S-
methylmethionine: it protected the photosynthetic apparatus in the case of MDMV infection,
decreased the damage via moderating the decrease of chlorophyll content. SMM increased the
amount of those protective molecules, that emitted fluorescence at 440 nm, and SMM
treatment altered the expression patterns of GF14-6 and S-adenosylmethionine synthase
genes. Results of my experience clearly demonstrate, that SMM treatment results in

increasing the defence potential of maize plants during MDMV infection.
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Nyilatkozat a palyazo egyéni hozzajarulasarol a palyamiiben leirt eredményekhez
Alulirott, Ludmerszki Edit a dolgozatban leirt munkafolyamatok koziil a:

e anem fotokémiai kioltas és az F/F, értékek mérését PAM késziiléken,

e fluoreszcencia leképezést FL-FIS fluoreszcencia leképzo rendszeren,

e 80 %-os acetonos kinyerést és a fotometrids mérést,

e MRNS kinyerést,

e cDNS szintézist,

e real-time PCR reakciot,

e primerek tervezését és tesztelését,

e a kukoricak nevelését, fert6zését és SMM-kezelését,

e a klorofill fluoreszcencia leképezés intenzitas értékei és a klorofilltartalom kozti
Osszefiiggés egyenletének leirasat,

e adolgozat végén lathat6 folyamatabra megalkotasat

végeztem el.

alairas

Budapest, 2012. december 16.

34



