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Osszefoglalas

A huminsavak, mez6gazdasigi termelésben valé felhasznalisa vilagszerte tobb
évtizedes multra tekint vissza €s szimos tudomanyos kutatas timasztja ald a vegyiiletek
jotékony hatdsait. Makro- és mikroelemekkel kombindlt alkalmazisukrél azonban
kevesebb informacio dll rendelkezésre. Tanulmanyunk célja volt a huminsavak bérral
és kénnel kombinalt oldatinak hatdsvizsgilata a genetika modern eszkozeivel. Next
Generation Sequencing (NGS) technikdval genomszintli transzkriptomikai
elemzéseket végeztink és megillapitottuk, hogy a huminsavak tapelemekkel
kombinilt alkalmazasa szimos novényi biokémiai folyamatot pozitivan befolyasol.
Jotékony hatasai kiterjednek a fotoszintézis €s a sejtlégzés egyes szakaszaira, valamint
érintik a riboszomalis gének egy részének miikodését is. A szakirodalomban kordbban
megjelent megillapitisok kozil azonban, a huminsavak egyedi vagy kombindlt
felhasznalasibol szarmaztathaté tovabbi pozitiv hatasokat (pl. stresszoldo,
antioxidans hatdsok stb.) génszinten nem sikerilt igazolnunk. Vizsgilatainkkal
mélyebb betekintést nytjtunk és magyarazatot aduk a huminsavas oldatok
alkalmazasakor tapasztalhaté néhany novényfiziologiai folyamatot érint6 valtozas
transzkriptomikai hatterére.
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Transcriptomic analysis of the combined effects of humic
acids and nutrients in maize (Zea mays L.)
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Summary

The use of humic acids in agricultural production worldwide dates back several
decades and numerous scientific studies support the beneficial effects of the
compounds. However, less information is available about their combined use with
macro- and microelements. The aim of our study was to investigate the effects of
humic acids combined with boron and sulfur using modern genetic tools. We
performed genome-level transcriptomic analyses using the Next Generation
Sequencing (NGS) technique and found that the combined use of humic acids with
nutrients positively influences several plant biochemical processes. Its beneficial
effects extend to certain stages of photosynthesis and cellular respiration, and also
affect the function of some ribosomal genes. However, among the findings previously
published in the literature, at the gene level we were unable to confirm additional
positive effects (e.g. stress-relieving, antioxidant effects, etc.) that can be derived
from the individual or combined use of humic acids. Our studies provide deeper
insight and explain the transcriptomic background of changes in some plant
physiological processes observed upon application of humic acid solutions.

Key words: humic acids, boron, sulphur, transcriptomics, NGS, plant responses

Bevezetés

A humuszanyagok, ndvényi €s allati eredetli anyagokbol képzddnek fizikai,
kémiai, enzimatikus és mikrobiolégiai dtalakuldsok kozben, az igynevezett
humifikaciés (humuszképz6) folyamat sordn. A konnyen lebomlo szerves anyagok
optimalis korilmények mellett gyorsan mineralizilodnak és szervetlen anyagokka
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alakulnak. A nitrogéntartalmianyagok a nehezen lebomlovegyiiletek jelent6s
részével egyesiilnek, és kémiai polimeriziciéval nagy molekulatémegt, sotét
szind, viszonylag stabil Uj vegylletekké, ugynevezett humuszanyagokka
alakulnak. A humin anyagokat pH-fiigg6 oldhatGsaguk alapjain harom csoportba
sorolhatjuk: huminsavak (HS), fulvosavak (FS) és huminok (HU) (de Melo et
al. 2016).

Mind az elsddleges (pl. fotoszintézis), mind a masodlagos anyagcsere-
folyamatokat (pl. stresszhatdsok elleni védekezésben szerepet jitszo vegytiletek
termel6dése) nagymértékben befolydsoljak a humin- €s fulvosav tartalmu oldatok
(Rose et al. 2014, Billingham 2015, Laskosky et al. 2020, Nardi et al. 2021).

A fotoszintézis az egyik olyan asszimiliciés folyamat, amely nagymértékben
meghatiarozza a névényi termés mennyiségét. A huminsavval kezelt novények
leveleinek klorofill-a és klorofill-b tartalma lényegesen magasabb, mint a
kezeletlen noévényeké. A viszonylag magasabb klorofilltartalom miatt a
fotoszintézis fényszakasza jobban miukodik, ezdltal megné a netto
fotoszintézis sebessége (Chen et al. 2004, Delfine et al. 2005, Bybordi és
Ebrahimian 2013, Fan et al. 2014).

A humin- és fulvosavas kezelés azonban csak megfelelé mikroelem-ellitis
mellett lehet eredményes. A klorofillmolekuldk kézponti magja a magnézium,
a fény megkotésében fontos szerepet jatszo fotokémiailag akti v centrumok
vasat, ként, mangant és kalciumot tartalmaznak. A fényelnyelést kovetéen a
novényben végbemend atalakuldsi folyamatokban szerepet jatszo egyes
vegylletek (pl. citokromok, plasztocianin, ferredoxin stb.) vasat, ként és rezet
is tartalmaznak. A fényperidodus végén keletkezd energia a novények ATP-
molekuldihoz kotédik, mely vegyilethez jelentés mennyiségli foszfor
szikséges (Simkin et al. 2020).

A CO: atalakulasa szerves anyagga az enzimatikus szakaszban megy végbe
(Sherin et al. 2022). Az ebben a szakaszban termel6d6 enzimek - mind a C3,
mind a C4 novényekben - tartalmaznak magnéziumot. Chen et al. (2022)
kukoricandvényeket neveltek cserépben, két HS ellatasi szinten. Az eredmények
azt mutattdk, hogy a talajban javult a foszfor, kdlium, vas és magnézium
elérhetdsége, valamint ndtt a RuBisCO és ATP-szintdz enzimek aktivitisa.

A huminsavak noévelik a novények tapanyagfelvételét is azaltal, hogy
kelatot képeznek, és a mikrotipanyagokat a névényekhez szilli tjak (Faralli
etal. 2019). Kelatképzo tulajdonsiga eldsegi ti a bevitt elemek hasznosulasait,
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a HS-tartalma termékek adagoldsaval pedig az enzimek mikodése is
elényosen befolydsolhato.

Souza et al. (2022) azt taldltik, hogy a huminsavak kulcsfontossagu
szabdlyozo szerepet jatszanak a novényi vilaszokban, integrilva a hormonalis
jelatviteli €s visszacsatoldsi utakat.

A kutatasok kezdete 6ta ismert, hogy a huminsavas vegytletek novelhetik
a novények ellendlldsit bizonyos stresszhatisokkal szemben - példaul vizhidny,
sz€ls6séges homérséklet vagy ozmotikus viltozdsok -, mezdgazdasigi
felhasznalasuk is ezen a véd6tulajdonsagon alapul. Ki sérleti vizsgalatok azt is
bebizonyi tottik, hogy a kezelések novelik a névények stressz-ellendllosagat,
els6sorban az olyan antioxidians enzimeknek koszonhetSen, mint a
szuperoxid-diszmutaz (SOD), a peroxidazok (POD) és a katalaz (CAT). Ezek
az enzimek semlegesitik az ¢€l6 szervezetekben termel6dé reaktiv
oxigénformakat (ROS), és antioxidins funkciét toltenek be. Meng et al.
(2023) éveld perje novényeket kezeltek huminsavval. Azt talaltak, hogy a HS-
kezelések novelték az aszkorbat-peroxidiz (APX), a kataliz (CAT), a peroxidaz
(POD) és a szuperoxid-diszmutiz (SOD), valamint a brassinoszteroid (BR)
szintjét a novényekben.

A megnovekedett antioxidans enzimaktivitis megakadilyozza a karos
lipid-peroxidacios folyamatokat. Szdmos kutaté végzett huminsavakkal
vizsgalatokat, és pozitiv génszintli viltozasokat mutatott ki az antioxidans
valaszokban (Albiach et al. 2001, El-Bassiouny et al. 2014, Mukherjee et al.
2014, Khodair és Abd El-Rahman 2021, Aly et al. 2022). A sikimisav-tit olyan
vegylileteket termel, amelyek feleldsek a stressz-okozta sérilések gyogyuliasaért és
a sérilt szovetek fertdtleni téséért (pl. fenolok stb.). Kandil et al. (2017) a
huminsavas kezelés kovetkeztében megnovekedett fenolvegytilet-tartalmat
mutatott ki buzdban.

Napjainkban egyre inkabb terjed a huminsavas készi tmények makro- és
mikroelemekkel torténd kombinalt alkalmazasa, kelatképz6 tulajdonsaguk és
feltételezett szinergista hatdsaik kihasznalasa érdekében. A mez6égazdasagi
felhasznalasihuminsavas névénykondiciondl6 oldatok mellett a kombindciok
kozil emli tésre érdemesek a nitrogénnel, borral és kénnel, valamint akar
tobbféle aminosavval stb. dusi tott készi tmények is. Ezek koziill néhany €lettani
hatasat mar vizsgiltuk és eredményeinket Decsi et al. (2024) publikdcidjaban
tettiik kozzé.
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A forgalomban 1év6 készi tmények a HS mellett célzottan tartalmazzik az
egyes makro- vagy mikroelemeket, hiszen mindegyik mas életfolyamatot
befolyadsol, mas biokémiai ttvonalakra van hatassal.

A bor szerepe példaul kozismerten sokrétli. Részt vesz a jelatviteli
folyamatokban, mellyel hormondlis hatdsokat is indukal. ElGsegiti a
szénhidritok szintézisét, de a névényi sejtfalak stabilitisinak meglrzésében
- ezaltal a stresszhatdsok elleni védekezésben - is jelent8s szerepe van.
Szabdlyozza mads ionok felvételét és a transzspirdciét. A termékenytilési
folyamatok egyik kulcsa, mivel jotékonyan befolyasolja a pollenképzddést,
valamint a pollentdomld novekedését (Decsi 2023a).

El-Hoseiny et al. (2020) mangofikon vizsgalta a HS és a bor egyedi és
kombinalt hatasait. A HS és a bor hatékonyan javitotta a fik ndvekedését,
virdgzasat, hozamait és a gylimolcs mindségét. Ebbdl a szempontbdl a HS
hatékonyabb volt, mint a bor. A két anyag egylittes haszndilata a fa dltalanos
fiziologiai allapota €s az éves termelékenysége szempontjabdl felilmulta az
egyedi alkalmazas hatdasat. A megfigyelt eredmények a fak fotoszintetikus
pigmentjei, tipanyagok, szerves oldott anyagok és fitohormonok - példiul
auxinok, gibberellinek és citokininek - novekedésének a kovetkezményei.
Hasonldan jo eredményekrdl szimolt be Mosa et al. (2015) almaban, illetve
Rehab et al. (2019) cukorrépaban.

Shalaby €s El-Messairy (2018) erdsen sostresszes termdkozegben vizsgaltak a
huminsavak borral kombindlt hatisait, dinnye noévényeken. Eredményeik
szerint a kezelt novényeknél 22%-os termésnovekedést mértek a kontroll
allominyokhoz képest. Emellett a dinnye a hossznovekedésében és a
klorofilltartalmaban is javuldst mutatott, valamint novekedett a levelek
tipanyagtartalma (N és K) és a gyimolcsok Osszes oldhaté szarazanyag-
tartalma, mikdzben csokkent a levelekben felhalmozott natrium és kloridionok
mennyisége.

A kén szintén kozismert stresszoldo hatdsi makroelem, mely egyben a
kéntartalma aminosavak alkotéeleme is. Diszulfid hidak kialaki tasara képes,
melyek a fehérjék felépitésében jitszanak szerepet. A szulfhidril csoportok
pedig olyan fontos biokémiai folyamatokban vesznek részt, mint a zsi rsav-
anyagcsere vagy a citromsavciklus (Decsi 2023b).

A huminsavak hatasira a kéntartalmu glutation szintje megemelkedik a
szovetekben. A glutation egy esszencialis endogén antioxidins vegylilet,
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amelyet a ndévények allitanak el6. Segiti a szervezet védekezését a szabad
gyokok és mas karos elektrofil vegytiletek ellen azaltal, hogy hozzajuk kétédve
eliminalja a peroxidok karos hatésait (Shehata et al. 2011). A glutation redukalt
formajat a reakti v oxigénformak (ROS) egyik legfontosabb semlegesi t6jének
és a sejtszintli detoxifikidcio egyik leghatékonyabb természetes fegyverének
tartjak.

A HS alkalmazisaval kapcsolatosan tobb kutatocsoport is megerdsi tette a
vegylletcsalad poziti v hatasat a glutation bioszintézisre (Vaccaro et al. 2015,
Shehata és Abdel-Wahab 2018).

A szinergista hatds a HS és kén kombinalt alkalmazisakor a stresszhatisok
enyhi tésében is megmutatkozott. Belal et al. (2019) arpaban végzett ki sérletei azt
mutattak, hogy a HS és kén, kilonboz6 aranyu kijuttatasa javi totta a szikes,
meszes talajviszonyok karos hatdsait, mig a talaj szervesanyag-tartalma és egyes
felvehetd tapanyagok (pl. P, Fe, Mn, Cu és Zn) mennyisége jelentGsen
megndtt a kombinalt kijuttatast kovetden.

A HS és kén kombinalt alkalmazasinak hozamfokozo6 hatasiardl szamol be
buziaban Ali (2014) és napraforgéban Imran et al. (2023).

Az irodalmi adatok tanulmanyozasa utan szantofoldi ki sérleteket alli tottunk
be. Kiilonb6z6 Osszetételi huminsavas oldatok felhasznilasaval alapozo
(priming) kezeléseket végeztiink kukoricanévényeken. A kezelések hatasira
bekovetkez6 mRNS profilvaltozasokat bioinformatikai transzkriptom anali zissel
elemeztik a Next-Generation Sequencing (NGS) technika segi tségével. Célunk
volt a kezelések altal aktivilt biokémiai anyagcsere-folyamatok pontosabb
megismerése, a felilexpresszalt gének azonosi tasa, és a HS+B+S kombinicio
novényekre gyakorolt szertedgazo hatdsainak génszinti elemzése.

Anyag és modszer

Novényanyagok

A Magyar Agrir- és Elettudominyi Egyetem Keszthelyi Georgikon Campusin
P9718E WAXY hibridkukorica noévényeket termesztettiink szdntofoldi
korilmények kozott. A tertleten jellemz6en Ramann-féle barna erddétalaj
talalhato. A szantott réteg 25-30 cm hosszu volt, humusztartalma 1,5%; pH-ja
7,2. A 8 db 100 m*es kisparcellat az tizemitibla leghomogénebb részében
jeloltiik ki, ahol a novényallomany is egyontetli volt. A sortivolsig 70 cm, a
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tétavolsig 20 cm, mi g a vetésmélység 5 cm volt. A 100 m?*-es parcellik 10x 10
m oldalhosszusagy, négyzet alaku teriiletet jelentettek, parcellinként 15 sor
novénnyel. Két kezelést hasznaltunk (HS+B+S oldatkombinacio és kontroll),
négy ismétlésben, randomizalt blokk elrendezésben. A nyolc azonos méretili
parcellibdl 4-et kontrollként (KO) hagytunk meg, 4-et pedig HS+B+S
oldatkombinacioval kezeltiink.

A bioinformatikai vizsgilatokhoz a jol fejlett, egészséges kukorica
novényekbdl kezelésenként 4-4 ismétlésben (0sszesen 4 kontroll és 4 kezelt
novényrol szirmazé levélminta parcellinként) 30-50 mg-os levélmintat
gytjtottiink - steril csipesz segi tségével a fels6 harmadba esé levélemeletek
egyikérdl, mivel a fiatalabb levelek egységnyi levélteriletre vonatkoztatva
nagyobb mennyiségli RNS-tartalommal rendelkeznek. A novényekrdl gylijtott
levélmintikat 2 ml-es eppendorf mintatirolé csévekbe helyeztik és 1 ml
RNALater (Invitrogen by Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA)
oldatban tartdsi tottunk -20 °C-on a gytjtéstdl a szekvenalasig. A tartosito
folyadék lehet6vé teszi a pillanatnyi dllapot rogzi tését és az RNS bomlasinak
gatlasat.

A kezeléseket 2022. junius és julius 10-én végeztik el, 5 I/ha kombinalt
oldattal. A noévénykondiciondlé szerek kijuttatidsit Straus Austria
akkumulatoros hati permetezével végeztik. A permetezd hagyomanyos
porlasztisy, kis nyomason mikods gép, a permetlé-tartaly nagysdga 16 liter.

A kombinilt oldat dsszetétele a kovetkezs volt: az oldott HS-tartalom: 0,6
m%, kéntartalom: 1,2 m/V%, bértartalom: 0,5 m/V%. A ki sérlethez sziikséges
oldatot laboratériumi korilmények kozott allitottuk eld melyhez
gilisztahumuszbdl és tozegbdl eléillitott, 0,6 m%-os huminsav oldatot
vasaroltunk (Huminisz Kft) és az oldatban feloldottuk a kivant
koncentricigjara higi tott kristalyos kalium-szulfat és borsav hatéanyagokat.
Az alkalmazott tiszta kén (Wang et al. 2023) és borkoncentraciot (Tahir et al.
2012) a novényfaj igényeihez igazodva, a szakirodalmi adatok alapjin
szami tottuk Kki.

A termesztési gyakorlatban a kukoricatermesztGk a névény 6-12 leveles
allapotaig, majusjinius hoénapban a csddifferencialodas elGsegitése
érdekében, mig cimerhidnyas kezdetén, virdgzaskor, julius-augusztus
honapban a termékenytilés, terméskotddés, termésképzés segi tése céljabol
alkalmaznak bortartalmi  készi tményeket. Altalinosan elfogadott a
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kéntartalmu készi tményekkel torténd kombinalt kijuttatas is, mivel ez utébbi
tipelemnek stresszoldo szerepet tulajdoni tanak.

Transzkriptomikai elemzések

Két nappal a vegetativ fazisban 1év6 novényillomanyok masodik priming
kezelése utin (BBCH 51-55) mindkét kezelésb6l (HS+B+S, KO) 4-4 novényrol
szarmazo, novényenként 30-50 mg levelet gytjtottiink. A mintdkat 1-1 ml
RNALater (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA)
oldatba helyeztiik, és a tovabbi feldolgozasig -20 °C-on taroltuk. Az mRNS-t
RIN>7  teljes RNS-t tartalmazo levélszovetmintakbdl  tisztitottuk
paramigneses NEXTFLEX® Poly(A) Beads 2.0 gyongyokkel, majd
fragmenticiéo utin a NEXTFLEX® Rapid Directional RNA-Seq 2.0 kit
segi tségével szal-specifikus NGS konyvtar-el6készi tést végeztiink (Isai et al.
2015). Az elkészilt egyesitett konyvtarakat Illumina NovaSeq 6000
genomszekvenalo platformon szekvenaltuk (van Dijk et al. 2014). A nyers
leolvasisok elérhet6ek az NCBI nyilvanos adatbazisiban: Net! - kontroll,
Net2 - HA+B+S.

A szekvenaliasbol szarmazo nyers leolvasisokat mindségellendrzésnek
vetettik ald, az alacsony mindségi régiokat eltavoli tottuk, és a leolvasidsokat
FastQC (Net3) és Trimmomatic szoftverek segitségével szirtik (Net4)
(Bolger et al. 2014). A kovetkezd 1épésben az elGsziirt és mindségileg
megfeleld rovid leolvasisokbdl egy tuUn. de mnovo transzkriptomot
rekonstrudltunk referencia genom nélkil, a Trinity szoftver segitségével
(Net5) (Grabherr et al. 2011). A Trinity szekvencia-Osszeszerelé szoftver
képes rovid nukleotidszekvencidkat hosszabb kontigokka dsszedlli tani.

A de novo transzkriptom &sszes kontigjait az OmicsBox BioBam
programcsomag 4dltal hasznilt CloudBlast szekvenciailleszté programmal
azonosi tottuk (OmicsBox 2019). A GO (gene Ontology) kifejezéseket ezutin
a Blast2GO szoftver segitségével tarsitottuk (Net6) (Gétz et al. 2008) a
blasztolt szekvencidkhoz. Ezutin funkcionalis annoticiét végeztink
EggNOG-mapper segitségével, amely alkalmas uj, eddig ismeretlen
transzkriptomok funkcionalis annoticidjira (Huerta-Cepas et al. 2010).

A de novo transzkriptom expresszios szintjének becslése sziikséges 1€pés
a differencidlis expresszios elemzés elvégzéséhez. Referencia szekvencia
hidnyaban a szoftver letérképezi az atiratokat. A leképezés utan a szoftver a



DECSI K. et al. 13

génkoordinitik figyelembevételével szamszerlsiti a leolvasasokat (Li és
Dewey 2011). A szoftver egy szamlilotabla (count table) kimeneti fajlban
rogzi ti az eredmények Osszegzését.

A paronkénti differencidlis expressziés analizist a NOIseq szoftverrel
végeztik (Net7) a kontroll és a kezelt mintak kontigjai kozott annak
meghatarozasara, hogy mely gének expresszilodnak statisztikailag
igazolhatéan (p<0,01) az egyes kezelések eredményeként (Tarazona et al.
2011, 2015).

A teszt segitségével a de mnovo blasztolt, térképezett, annotalt
transzkriptom adataival dsszevetve a kezelt dllomanyok down- és upregulalt
szekvenciai  kozil  kivdlasztottuk  azokat, amelyek alul- vagy
fellilreprezentaltak, azaz olyanok, amelyek az atlagosnal kisebb vagy nagyobb
mennyiségben vannak jelen a kezelt, mint a kontroll allomdnyokban.
Molekuliris funkcidik alapjan csoportosi tottuk 6ket, €s segi tségiikkel jobban
megértettiik kezeléseink bioldgiai funkciokra gyakorolt hatasat (Al-Shahrour
et al. 2004, Subramanian et al. 2005).

A kezelések hatiasira megvaltozott biokémiai folyamatok és bioldgiai
mechanizmusok azonositasara kombinalt Utvonal-anali zist hasznaltunk a
kovetkezd két nyilvanos adatbazis, a Plant Reactome (Fabregat et al. 2018) és
a KEGG (Kanehisa és Goto 2000) segi tségével.

Eredmények

Transzkriptomikai elemzések

A nyers leolvasisokbol elOszlirés és mindségi ellendrzés utan in silico
Osszedlli tottunk egy de novo szupertranszkriptumot (TSA), mely 1731
hosszabb szekvenciat (kontigot) eredményezett (elérhetd az NCBI nyilvinos
adatbazisaban - Net8).

A TSA valamennyi kontigjat azonosi tottuk és megallapi tottuk, hogy a
kontigok jelentds része kukoricabdl (Zea mays L.) szarmazik. Sok azonosi tott
szekvencia a transzlacios folyamatokban (pl. enzimképzésben) résztvevo gén,
és emellett megfigyelhetd volt a kezelések hatdsara expresszilodott gének,
fotoszintézis és sejtlégzés egyes részfolyamataiban valé0 magas részvételi
arinya is.
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Az enzimek tekintetében az oxidoreduktizok esetében jelentés a
transzkriptumok magas szidma, ami szintén a redox reakciok aktivaloddsat
igazolja.

A szamlalotablazat a TSA felhasznalasaval késziilt. A tobbszordsen igazi tott
leolvasasok szama 9 206 152 volt a kontroll novénymintik, mig 10 442 557 a
HS+B+S kombinilt kezelést kapott mintik esetében. A szamlalétibla (count
table) 1731 hosszabb kontigot eredményezett.

A szamlalotabla segitségével paronkénti differenciilis expresszios
elemzéseket végeztink a kontroll, valamint a HS+B+S kezelések kozott. A
kontroll és a kezelések kozotti Osszehasonlitis 808 eltérden kifejezett
szekvenciat eredményezett igazolhatéan (p<0,01)) az 1731 vizsgilt kontigbdl,
amelyek koziil 383 felfelé és 425 lefelé szabalyozott szekvenciit kaptunk.

A géndusi tasi anali zisek eredményeként a kontroll vs. HS+B+S kezelésbdl
113 feliil- és 117 alulreprezentilt gént kaptunk. Az 6sszehasonlitds sorin
azonosi tottuk az egyes géneket, meghataroztuk a GO kifejezéseiket, €s
elvégeztik funkcionilis annotaciojukat.

Az bérral és kénnel kombinalt, huminsavat tartalmaz6 kezelések altal
aktivalt gének kozil a KEGG adatbazisban 34 és a Plant Reactome
adatbazisban 29 kapcsolddott kiilonb6zo biokémiai ttvonalakhoz.

A kezelések hatasira aktivalodo gének kozil 13 a fotoszintézis bizonyos
részfolyamataihoz kapcsolodik (1-2. abra), tovabbi 15 a sejtlégzés oxidativ
foszforilaciés szakaszdban aktivalodik (3. dbra), hat pedig a riboszomalis
folyamatokban fordul el6 (4. dbra).

A kapott eredményeket tovabb elemezve megvizsgaltuk a kezelések altal
modulalt gének szerepét az egyes biokémiai utvonalakban. A kombinalt
utvonalelemzés sordn azonositott szekvencidinkat a KEGG és a Plant
Reactome adatbazisokban futtattuk.

A fotoszintézis fényfazisiban a II. fotorendszerben hirom gén, az I
fotorendszerben egy gén indukalodott a HS+B+S kezelést kovetden. Ezenki vill egy-
egy gén megnovekedett expressziGja mutatkozik meg a citokréom b6/f
komplexben, az elektrontranszport lincban és az ATPaz enzimaktivitas
részfolyamataiban. Ut6bbi harom részfolyamat enzimaktivitisira is pozitiv
hatissal volt a kijuttatott n6vénykondicionalo kezelés (EC 7.1.1.6; EC 1.18.1.2;
EC7.1.2.2).
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1. dbra. A HA+B+S kezelések dltal a fotoszintézisben aktivdlt gének
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Megjegyzés: az dbra az OmicsBox szoftver https://www.biobam.com/omicsbox/ Combined
Pathway Analysis (Kombindlt ttvonalelemzés) almeniijével késziilt, és eredeti formdjiban kertiil
bemutatisra. A kép a Kkontroll és a kezelt novények kozott statisztikailag szignifikdns
kapcsolatokat mutat6 azonosi tott gének kozotti kapcsolatokat szemlélteti. A rovidi tések az adott
biokémiai utvonal miikodésében részt vevd Osszes gént és enzimet (EC-kod osztalyozisi név)
jelolik, amelyek koziil a szi nekkel jeloltek a kezelés hatdsara jelentds viltozason mentek keresztiil.
Az utdébbiak részletes elemzése a szovegben talalhato.

Figure 1. Genes activated by the HA+B+S treatments in photosynthesis. Note: The figure was generated
using the Combined Pathway Analysis submenu of the OmicsBox software https;//www.biobam.com/
omicsbox/, and it is presented in its original form. The image visualizes the relationships among the
identified genes that are statistical significant between the control and treated plants. The abbreviations
represent all genes and enzymes (EC code classification name) involved in the functioning of the given
biochemical pathway, of which those marked in color underwent a significant change due to the
treatment. A detailed analysis of the latter can be found in the text.

A fotoszintézis sotét szakasza, melyben a széndioxid megkotése zajlik (2. dbra),
tovibbi hirom enzim aktivaloddsaval jart (EC 2.6.1.2; EC 4.1.1.39; EC 3.1.3.11).
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2. dbra. A szénmegkotés sordn a HA+B+S kezelések dltal aktivdlt gének
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Megjegyzés: az dbra az OmicsBox szoftver https://www.biobam.com/omicsbox/ Combined
Pathway Analysis (Kombindlt ttvonalelemzés) almeniijével késziilt, és eredeti formdjiban kertiil
bemutatisra. A kép a Kkontroll és a kezelt novények kozott statisztikailag szignifikdns
kapcsolatokat mutat6 azonosi tott gének kozotti kapcsolatokat szemlélteti. A rovidi tések az adott
biokémiai utvonal miikodésében részt vevd Osszes gént és enzimet (EC-kod osztalyozisi név)
jelolik, amelyek koziil a szi nekkel jeloltek a kezelés hatdsara jelentds viltozason mentek keresztiil.
Az utdébbiak részletes elemzése a szovegben talalhato.

Figure 2. Genes activated by the HA+B+S treatments in carbon fixation. The figure was generated using
the Combined Pathway Analysis submenu of the OmicsBox software https;//www.biobam.com/
omicsbox/, and is presented in its original form. The image visualizes the relationships between the
identified genes that are statistically significant between the treatments. The abbreviations represent all
genes and enzymes (EC code classification name) involved in the functioning of the given biochemical
pathway, of which those marked in color underwent a significant change due to the treatment. A
detailed analysis of the latter can be found in the text.

Ezenki vl a kezelések az egyes disszimilati v folyamatokban is indukaltak
génexpressziot. A HS+B+S kezelések tizenegy enzimet és négy egyéb gént
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(hirom a NADPH-dehidrogenaz, és egy az ATPiz miikodésében résztvevo
gén) aktivaltak, amelyek részt vesznek az oxidati v foszforildcids 1épésben (3.
dbra), amely részfolyamatban a sejtlégzés az ATP-t termeli.

3. abra. A HA+B+S kezelések dltal aktivdlt gének az oxidativ foszforildcioban
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Megjegyz€s: az dbra az OmicsBox szoftver https://www.biobam.com/omicsbox/ Combined
Pathway Analysis (Kombinilt Gtvonalelemzés) almeniijével késziilt, és eredeti formajiban kertil
bemutatisra. A kép a Kkontroll és a kezelt novények kozott statisztikailag szignifikdns
kapcsolatokat mutatd azonosi tott gének kozotti kapcsolatokat szemlélteti. A rovidi tések az adott
biokémiai utvonal miikodésében részt vevd Osszes gént és enzimet (EC-kod osztalyozisi név)
jelolik, amelyek koziil a szi nekkel jeloltek a kezelés hatdsara jelentds viltozason mentek keresztiil.
Az utdébbiak részletes elemzése a szovegben talilhato.

Figure 3. Genes activated by the HA+B+S treatments in oxidative phosphorylation. The figure was
generated using the Combined Pathway Analysis submenu of the OmicsBox software https;//www.
biobam.com/omicsbox/, and is presented in its original form. The image visualizes the relationships
between the identified genes that are statistically significant between the treatments. The abbreviations
represent all genes and enzymes (EC code classification name) involved in the functioning of the given
biochemical pathway, of which those marked in color underwent a significant change due to the
treatment. A detailed analysis of the latter can be found in the text.
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Ezeken ki viill még 4 és 2 - a kezelések hatdsiara - felilreprezentalt, indukalt
gént talaltunk a riboszoémak nagy és kis alegységeiben (4. dbra).

4. abra. A riboszomdlis mitkodésben a HA+B+S kezelések dltal aktivdlt gének
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Megjegyzés: az dbra az OmicsBox szoftver https://www.biobam.com/omicsbox/ Combined
Pathway Analysis (Kombindlt ttvonalelemzés) almeniijével késziilt, és eredeti formdjiaban kertiil
bemutatasra. A kép a kontroll és a kezelt novények kozott statisztikailag szignifikians
kapcsolatokat mutat6 azonosi tott gének kozotti kapcsolatokat szemlélteti. A rovidi tések az adott
biokémiai utvonal mikoédésében részt vevd Osszes gént és enzimet (EC-kod osztalyozisi név)
jelolik, amelyek koziil a szi nekkel jeloltek a kezelés hatdsira jelent6s viltozason mentek keresztiil.
Az utdébbiak részletes elemzése a szovegben talalhato.

Figure 4. Genes activated by the HA+B+S treatments in the ribosomal functions. The figure was
generated using the Combined Pathway Analysis submenu of the OmicsBox software https;//www.
biobam.com/omicsbox/, and is presented in its original form. The image visualizes the relationships
between the identified genes that are statistically significant between the treatments. The abbreviations
represent all genes and enzymes (EC code classification name) involved in the functioning of the given
biochemical pathway, of which those marked in color underwent a significant change due to the
treatment. A detailed analysis of the latter can be found in the text.
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A novénykondicionald kezelések eredményeként az Gtvonalelemzések azt
mutattik, hogy egyes biokémiai folyamatok aktivitisa némileg csokkent,
melyekben néhany gén felilreprezentalt, de leszabdlyozott volt. Ilyenek
voltak a kénanyagcsere, a piroszOlésav, porfirin, inozitol-foszfit, metin,
glutation, tiamin, purin és linolénsav metabolizmus. A kezelések hatidsa
nagyobb klaszterekbe szervezte a felszabalyozott géneket, amelyek
jelent6sen befolyasolhatjdk az olyan specifikus biokémiai folyamatok
mikodését, mint a fotoszintézis fény- €s sotét szakasza (Osszesen 13 gén) és az
oxidativ foszforilacio (15 gén). Osszehasonli tisképpen, a leszabalyozott
gének biokémiai ciklusonként legfeljebb 1-5 gén mikodését tudtik
elnyomni. Osszefoglalva, az dltalunk vizsgilt névénykondicionil6 kezelések
elsésorban a fotoszintézist és a sejtlégzési folyamatokat indukaltik (13 és 15
gén), illetve poziti van befolydsoltik a riboszomalis folyamatok aktivalodasat
(hat gén).

Ertékelés

Borral és kénnel dusitott huminsavas kombinalt kezeléseket alkalmaztuk
kukoricandévényeken €s genomszintii transzkripcios elemzéseket végeztiink,
hogy mélyebben megértsik a hirom komponens - noévényi biokémiai
folyamatokra gyakorolt - egytittes hatasat.

Vizsgilataink sorin megillapitottuk, hogy a kezelések el6segitik a
fotoszintézis egyes specifikus részfolyamatainak miikodését. A fotoszintézis
fényfazisaban a kezelt novények leveleiben a II. fotorendszer (PSII) aktivitdsa
ndtt a kontrollhoz képest. A PSII a fotoszintézis vi zhasi t6 enzimkomplexe, €s
szamos fehérje alegységbdl all. A psbB és a psb] alegységek mellett a psbR €s
a psbZ proteinek is indukalodtak. A psbB egy antennafehérje, amely a psbA
és psbD alegységekkel egyiitt alkotja az elektrontranszport lincot, i gy a PSII
egyikik hidnyidban sem mikodik (Eaton-Rye és Vermaas 1991, Putnam-
Evans és Bricker 1994, Wu et al. 1996). A vizsgilatok azt sugalljik, hogy a PsbJ
szerepet jatszik az elektrondramlds szabalyozisiban, és elOsegi ti a psbP alegység
és a PSII Osszeépiilését (Hager et al. 2002, Suorsa et al. 2004). Jelentdségét az
is alatamasztja, hogy az inaktivalt psbJ-mutians dohdnynévények nem tudtak
fotoautotréf moédon névekedni, és fényérzékenységben szenvedtek (Swiatek
et al. 2003). A psbR szintén fontos lincszem a PSII kozponti magjaban, az
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oxigénfejlesztd psbP fehérje felépi tésében és miikodésében. Kimutattik azonban,
hogy a psbR stabil 6sszedlli tisahoz a PSII magkomplexben kloroplasztisz altal
kédolt bels6, kis molekulatomegti Psb] alegységre van sziikség (Suorsa et al.
2000). A PsbZ pedig szerepet jitszik az elektrontranszfer szabalyozasiban,
illetve a fényvédelemben (Bishop et al. 2007).

Megallapi thato volt tovabba, hogy a kezelések aktivaltak a PsaB fehérje-
alegységet kodolo gént. A PsaA és a PsaB homoldg integrilt membranfehérijék,
amelyek az I. fotorendszer (PSI) heterodimer magjat alkotjak (Xu és Chitnis
1995), és biztosi tjak a PSI 6sszehangolt miikodését (Vanselow et al. 2009).

A citokrom bof komplex is aktivalodott a kontrollhoz képest, mivel a petB gén
felilreprezentalttd valt. A citokrom bof enzimkomplex felépi tésében részt vevo
szerkezeti alegység el6segiti a plasztokinon/plasztocianin 4talakuldst a
kloroplasztiszok tilakoid membranjiban. A fotoszintézis sorin a citokrom bG6f
komplex kozvetiti az elektronok és az energia atvitelét a PSII és a PSI kozott,
mikdzben protonokat visz at a kloroplasztisz sztromabdl a tilakoid membranon
keresztil a lumenbe (Hasan et al. 2013). A citokrém bo6f-en keresztiili
elektrontranszport felel6s a kloroplasztiszokban az ATP-szintézist iranyito
protongradiens létrehozasaért (Munekage et al. 2004).

A fotoszintézisben résztvevs fotorendszerek fehérje alegységein ki viil néhany
enzim, koztik az ATPaz enzim ATPF1A génje is aktivalodott. Liu et al. (2024)
ennek a génnek a felszabalyozasat erdsi tette meg egy genomszintd elemzés
soran kornyezeti stressz alatt all6 dahuriai vorosfeny6fajokban. Ezenki viil
kezeléseinket kovetben tovabbi enzimek aktivalodadsat figyeltik meg. Ilyen
volt tébbek kozott a plasztokinon/plasztocianin oxidoreduktiz (EC 7.1.1.6),
amely a citokrom b6f komplexben talilhato, és dontd szerepet jatszik a
fotoszintézisben, mivel az elektronokat a PSII-r6l a PSI-re szilli tja (T7khonov
2024). A novényi ti pusi ferredoxinokra haté ferredoxin-nikotinamid-adenin-
dinukleotid-foszfatreduktaz (EC 1.18.1.2) (lyanagi 2022) szintén aktivalodott a
PSI-ben a kezelések nyoman. Shen et al. (2020) dltal megallapi tast nyert, hogy
a huminsavas novénykondicionald alkalmazasa jelentdsen novelte a nettd
fotoszintetikus sebességet, a sztoma vezetOképességét, a PSI és PSII effektiv
kvantumhozamait, a PSI és PSII relativ fotoszintetikus elektronatviteli
sebességét és a fotokémiai kioltast.

A H-transzportalo ATPaz (EC 7.1.2.2) enzimet - amely részt vesz az ionok
szalli tisiban, és 1étrehozza a H* mozgatder6t a plazmamembranon keresztiil,
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amely az ion és metabolit transzport nagy részének aktivilasahoz sziikséges
(Morsomme 2000) - szintén indukalta az altalunk tesztelt kombinalt kezelés.
Hasonl6 eredményeket mutattak ki Canellas et al. (2013).

A széndioxid fixaldsi fizisban tovibbi gének expresszilodnak, ami a
Calvin-ciklus kulcsenzimeinek aktivalasihoz vezetett, mint példaul a fruktoz-
biszfoszfatiz (EC 3.1.3.11) és a ribuldz-bifoszfat-karboxilaz/ oxigenaz (EC
4.1.1.39). Ezenkivill a C4-dikarbonsav tutvonal enzimei kozil az alanin-
transzaminaz (EC 2.6.1.2) aktivitasat is modulilta a HS+B+S kezelés.

Canellas et al. (2013) és Orsi (2014) vizsgalataik sorin hasonld
eredményekrdl tudosi tottak.

A huminsavas kezeléseket kovetéen a transzkriptomikai vizsgalatok kimutattak,
hogy a C4-es kukoriciban a fotoszintézishez kapcsolodo gének, kiilondsen a
klorofillszintézis és a fényenergia-befogas, felfelé szabdlyozottak. Ezzel
szemben az el6zetesen megjelent tanulminyok nem taldltak Osszefiiggést a
huminsavak alkalmazasa és a sOtét szakasz enzimeinek esetleges aktivalodasa
kozott a C4-es névényekben. Ez utébbi funkciot, a RuBisCO enzim aktivitisinak
szignifikins névekedését csak C3-as névényekben mutatta ki Zki et al. (2024),
de jelen tanulmanyunkban a sotét szakaszban szerepet jatszo egyik enzim
aktivitisinak novekedését is meger6sitjik C4-es novényekben, ami vj
eredménynek szami t. Mindezek a génexpresszios valtozasok egyiittesen tobb
ponton aktivalhatjik a fotoszintézis részfolyamatait, ami végsd soron novelheti a
terméshozamot (Delfine et al. 2005, Bybordi et al. 2013)).

Ezenkivil szamos gén aktivilodott a sejtlégzés oxidativ foszforilicios
fazisiban a kombinalt kezeléseknek koszonhetden. A részfolyamat tizenegy
enzimét modulaltak a kijuttatott Osszetevok, koztik a NADH:ubikinon-
reduktazt (EC 7.1.1.2), amelynek H-transzlokacios szerepe van; a szervetlen
difoszfatazt (EC 3.6.1.1) és a H-transzportalé ATPazt (EC 7.1.2.2). Tovibba
aktivalodott az oxidativ foszforiliciés folyamat soran a NADH-ubikinon-
reduktiz (EC 1.6.5.9), a kinon-citokrém-c reduktaz (EC 7.1.1.8), és a citokrom-
c-oxidaz (EC 7.1.1.9). Az EC 7.1.1.8 létfontossigu szerepet jatszik a kinon
oxiddcigjaban és az elektronok citokromokra torténd atvitelében, egyediilillo
szerepet jatszik az elektrontranszport lincon beliili heterolitikus folyamatok
homolitikus iranyba torténd eltolédasanak - vagyis a reaktiv oxigénformak
kialakulasanak - elkeriilésében (Gao et al. 2003).
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A kezelések hatasara szintén aktivalodott a szukcinat-dehidrogeniz (EC 1.3.5.1),
mely enzim aerob korilmények kozott katalizalja a szukcindt oxidacigjat, amely a
citromsav (TCA) ciklus kulcsfontossiagulépése, €és az elektronokat a membran
kinonjaira viszi 4t, i gy 0sszekapcsolja a TCA ciklust az aerob 1égzési linccal. A
szintén felilexpresszalt ATP-polifoszfit-foszfotranszferaz (EC 2.7.4.1) enzim,
felel6s a cellularis polifoszfat tobbségének szintéziséért, az ATP terminalis
foszfatjait hasznilva fel szubsztritként. Az indukalédott GDP-polifoszfat-
foszfotranszferiz (EC 2.7.4.34) pedig szervetlen polifoszfitot hasznal
donorként a GDP GTP-vé alakitisihoz. A HS+B+S hatasira emelkedett a
H*/K*-kicseréld ATPaz (EC 7.2.2.19) enzimet k6dolo gén expresszids szintje is,
ami egy P-ti pusu ATPaz, amely kovalens foszforilicion megy keresztil a
szalli tasi ciklus soran. A proton transzport ATPaz enzim (EC 7.1.2.1) szintje
szintén szignifikins emelkedést mutatott. Ez az enzim a protontébbletbdl
szarmazo elektrokémiai potencialgradienst hozza 1étre a plazmamembrinon
keresztiil.

Az aktivalodott EC 1.6.5.9 katalizalja az elektronok atvitelét a NADH-bdl a Q10
koenzimbe, €s segi ti a protonok dttelepi tését a belsé mitokondridlis membranon
(Brandt 2005). Az EC 7.1.1.9 az utols6 enzim az elektrontranszport lancban. A
mitokondrialis rendszerben taldlhat6 négy citokrom-c molekula mindegyike
elektront adomanyoz az enzimnek, amely tovibbitja azokat egy oxigén
molekuldra és négy protonra, végll két vi zmolekulat képezve (Zhang et al.
1998). Gao et al. 2024-ben kimutattik, hogy a huminsavak elektronkdzveti toként
mukodnek, és fokozzak az elektronatvitelt az él6 rendszerekben, fenntartva
és eldsegi tve a sejten beliili energiaoptimalizalast.

A kezelést kovetden a biokémiai ciklus tovabbi négy génje is indukalodott,
nevezetesen az ND2, ND4 és az ndhD, melyek a NADH-dehidrogeniz enzim
fehérje alegységei, valamint az ATPaz ATPeF1A alegysége.

Az oxidativ foszforilacids 1€pés biztosi tja a legtdbb energiit a homeosztizis
fenntartdsahoz és ennek aktivalisihoz. A folyamat a termésndvekedést is
befolyasolja (Wilson 2017). Yang et al. (2023) azt talalta, hogy a HS-kezelés
poziti van befolydsolta az oxidativ foszforilaciés folyamatokat kukoriciban
stresszes kortilmények kozott.

Kezeléseink 2 és 4 riboszomalis fehérjét indukaltak a nagy és kis
alegységekben. Roomi et al. (2018) is pozitiv valtozdsokat mutatott ki a
riboszomilis fehérjék indukcidjaban huminsavas kezelés hatdsira. Az
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enzimek aktivildsa az oxidativ foszforiliciés biokémiai utvonalon és a
riboszomilis fehérje alegységek génszintii felilexpresszalodasa az energia-
anyagcsere €s a fehérjeszintézis stimulaciojat jelezte.

Mindezek mellett megjegyzendd, hogy néhdny anyagcserett egyes génjeiben
alulexpresszalodast tapasztaltunk a kezel€sek hatasira. Az érintett dtvonalak
a kén anyagcsere, a piroszolésav, porfirin, inozitol-foszfat, metan, glutation,
tiamin, purin és linolénsav metabolizmus voltak. Ezek az eredmények
ellentmondanak szimos tanulmanynak, amelyek példaul tobbek kozott a HS-
k stresszold6 hatisairdl szimoltak be. A bevezeté részben bemutatott, mas
kutatécsoportok altal el6zetesen publikilt eredmények koziil a stresszoldo, az
antioxidians enzimaktivitist fokoz6, hormonhatis kozvetitd stb., illetve a
hozzaadott makro- és mikroelem egyedi vagy a kombindciobdl adédoan
elvarhato egyiittes €lettani hatasainak (pl. a kén stresszoldovagy a bor virdgzas
alatti jotékony hatasa) egyikét sem tudtuk génszinten igazolni.

Kovetkeztetések

Jelen vizsgalatunkban kukoricanévények kondicionalasat végeztiik el HS+B+S
kombinalt kezelésekkel. Célunk az volt, hogy az elézetes irodalmi forrasokban,
terepi vizsgalatok sordn feltirt ellentmonddsos hatdsokat bioinformatikai
modszerekkel igazoljuk vagy cafoljuk. Ezaltal mélyebb, génszinti informaciokat
nyerhetiink a huminsavak makro- és mikroelemekkel kombindlt hatdsairdl.
Vizsgalatunk igazolja, hogy a huminsav tartalmu szerves névénykondicionalo
vegylletek jot€ékony hatassal vannak a kukorica egyes novényélettani
paramétereire, amelyhez hozzijarulhatnak a hozzadott makro- és mikroelemek, de
ezek egylittes, szinergista hatdsit génexpresszids szinten nem tudtuk bizonyi tani.
Genomszintl transzkriptomikai vizsgalataink mélyebb Osszefiiggéseket tartak fel,
amelyek szerint a huminsav bérral, valamint kénnel kiegészi tett kombinalt
kijuttatdsa jelent0s jotékony hatdssal van a fotoszintetikus és sejtlégzési
folyamatokra, valamint a riboszOmak miikodésére. Emellett nem tudtuk
megerdsiteni az egyes kordbbi irodalmi hivatkozdsok altal leirt tovabbi
jotékony hatasokat (stresszold6 képesség, antioxidians hatisok stb.), valamint
az alkalmazott makro- és mikroelem egyedi €élettani hatdsaira sem talaltunk
génszinti bizonyi tékot. Osszegezve elmondhato, hogy mindezen eredmények
ismeretében a huminsavas termékek egyé€b tipelemekkel torténé kombinalt



DECSI K. et al. 24

alkalmazisa javasolhatd, hiszen génszinten igazolhaté szignifikins pozitiv
élettani hatasaik mellett kivaléan hasznalhatok akar kornyezetbarat gazdalkodasi
formaban is, ezzel timogatjak a fenntarthato €és regenerati v mezdgazdasagi
termelést.
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