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Osszefoglalas

A paradicsom ¢és a kukorica a legjelentésebb gazdasagi ndvényeink kozé tartoznak. Tropusi
eredetiik miatt az alacsony hémérséklet szamos ponton karosithatja az anyagcsere-
folyamataikat, ami csokkenti a novények termdéképességét. Az SMM - ami egy természetes,
kéntartalmi nem proteinogén aminosav - a korabbi kutatdsok szerint sikerrel alkalmazhaté

egyes stresszhatdsok esetén a novényt ért kdrosodasok csokkentésére.

Az SMM a metionin anyagcserével valdo kapcsolata miatt serkentheti a stresszvédd
poliaminok szintézisét és a fenoloidok termelddésére is pozitiv hatdssal lehet. Munkéank soran
arra kerestiik a vélaszt, hogy SMM exogén adagolasaval megfigyelheté-e a fotoszintetikus
paraméterek javulasa, illetve a stresszvédd poliaminok és fenoloidok mennyiségének
novekedése. Ehhez fluoreszcencia indukcidos méréseket végeztiink, illetve meghataroztuk a
kukorica esetében az 0sszes fenoloid €s antociantartalmat, mig a paradicsomnal az univerzalis
poliaminok mennyiségét. Emellett kvantitativ real-time PCR technika alkalmazasaval
megvizsgaltuk az emlitett vegyliletek szintézisutvonalaihoz tartozé enzimek génexpresszio

valtozasait is.

A hidegkezelt mintdk esetében mindkét ndvénynél az exogén SMM hatasara jelentdsen javult
a fotoszintetikus hatékonysag, megnétt a vizsgalt stresszvédd anyagok szintéziséért és azok
szabalyozasaért felel0s gének expresszidja, valamint a miikodésiik eredményeként keletkezo

metabolitok mennyisége is.

Eredményeink alatamasztjak, hogy az SMM alkalmas lehet a ndvényt érd stresszhatasok

csOkkentésére.



Summary

Tomato (Solanum lycopersicum) and maize (Zea mays) are considered to be among our most
important crops. Due to their tropical origin low temperature can damage their metabolical
processes on several levels, leading to substantial loss of yield. S-methylmethionine (SMM) is
a naturally occurring, sulphur containing, non-proteinogenic amino acid that, based upon
previous experiments, can successfully mitigate the damaging effect of different stressors on

plant growth and development.

Due to its connection to methionine metabolism SMM can stimulate polyamine synthesis and
it has a positive effect on the accumulation of phenoloids, as well. During our work we aimed
to examine whether exogeneous SMM can increase the amount of polyamines and phenolic
compounds in the plants and exert a positive effect on their physiological state characterized

by photosynthetic parameters.

In order to gain better understanding of the protective effects of SMM we used fluorescence
induction method to monitor the changes of the photosynthetic parameters, measured its effect
on stress protecting compounds, i.e.: phenoloids, anthocyanines and polyamines. To reveal
the ribonomic background of these changes we used quantitative Real-Time PCR reaction to
determine the changes in the expression of genes connected to the pathways synthesizing the

aforementioned compounds.

In plants exposed to low temperatures SMM treatment had a positive effect on photosynthetic
activity and resulted in a growth of the expression of genes involved in the synthesis and

regulation of stress protective compounds and also increased their amount.

According to our results S-methylmethionine can decrease the damage affected by stress in

plants.



1. Bevezetés

A novények a szesszilis ¢életmodjuk kovetkeztében érzékenyebbek a kdrnyezeti valtozasokra,
mint a mozgasra képes ¢él6lények. Emellett a novények poikilotermek is, vagyis a
kornyezetiikkel azonos a homérsékletiik. Az optimalis hémérsékleti tartomany jelentsen
eltér6 lehet a kiilonbozd ndvényfajok szdmdra. Ennél az alkalmazkodasi tartomanynal
alacsonyabb hdmérséklet hidegstresszt idéz eld, ami szdmos, a ndvény szamara kéros
folyamat megjelenésével jar egyiitt. Az alacsony hdmérséklet ndveli a membranok rigiditasat,
lassitja az enzimek altal katalizalt reakciokat, modositja a lipidek és mas makromolekulak
¢s Tuteja, 2005). Az, hogy milyen mértékben karositja az alacsony homérséklet a novényt,
tobb tényezotdl is fiigg, példaul a novény fejlettségétdl, mikor és milyen intenzitassal éri a
hideg, a lehiilés sebességétdl, illetve attol, hogy képzddnek-e jégkristalyok (Beck és mitsi.
2004).

Mindemellett a hideg hatdsara reaktiv oxigénformak jelenhetnek meg a kloroplasztiszban a
fotoszintetikus apparatus miikodésének zavara miatt, ami oxidativ stresszt okoz a novényben.
Az oxidativ stressz itt masodlagos stresszként jelenik meg a hidegstressz hatasara (Kosova és
mtsai, 2011). A reaktiv oxigéngydkak, példaul a hidroxilgydk (OH"), a szuperoxid gydk (O™,
a hidrogén-peroxid (H,0,) és a szinglet oxigén ('O,) az anyagcsere valamennyi szintjén
kifejthetik negativ hatasukat. Az altaluk modositott molekuldk koziil a legtobbet lebontja a
sejt, de példaul a DNS-ben keletkezd hibakat értelemszertien megprobalja kijavitani. Azok az
enzimek, melyek Fe-S centrumot, vagy aktiv tiol-csoportot tartalmaznak (mint pl. a
glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogendz), rendkiviil érzékenyek a reaktiv oxigénformakra

(Lushchak 2011), mivel azok megvaltoztathatjak az aktiv centrum redoxallapotat.

Az alacsony hdmérséklet altal eldidézett karos folyamatok miatt egy adott teriiletre jellemzd
homérsékleti értékek szabjdk meg azt, hogy milyen ndvények termeszthetfk ott
gazdasadgosan. A magyar termoteriileteken tobbnyire a mérsékelt €égov ndovényeit termesztik,
de vannak trépusi éghajlatrol szarmazo novények, koztiik a kukorica és a paradicsom is,
melyek érzékenyek a hideg iddjarasra. Az alacsonyhdmérsékleti stressz fiziologiai hatdsainak
vizsgélata ¢és ismerete, illetve az ellene vald védekezés lehetdségeinek kutatasa
elengedhetetleniil fontos, mivel ez megteremtheti a termoképesség novelésének lehetdségét,

ami mezOgazdasagi szempontbol is jelentds lehet. Az abiotikus stressz, koztiikk az alacsony
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hémérséklet is az egyik f6 oka a mezdgazdasagban tapasztalhatd jelentdés mértéki
termésveszteségnek, ami egyes becslések szerint évente akar az 50%-ot is meghaladhatja

(Wang és mtsi. 2003).

A ndvények Osszetett védekezési mechanizmusokkal rendelkeznek, hogy megbirk6zzanak a
hidegstressz karositd hatdsaival. Az alacsony homérséklet hatasara a novényekben védekezést
szolgdlo valaszreakcid alakul ki, mely lehetévé teszi a kedvezdtlen koriilményekhez valo
alkalmazkodast (Mandre 2002). A génexpresszios valtozasok hatasara olyan anyagcsere-
folyamatok keriilnek eldtérbe a novényben, melyek a stresszvalasz kialakitasaért felelOs
anyagok megjelenését, felszaporodasat idézik elé a sejtben. Példdul megvaltozik a
membranok lipidosszetétele, a krioprotektans fehérjék felhalmozdodasa miatt alacsonyabb lesz
a citoplazma fagyaspontja, illetve a novények ozmoprotektans anyagok szintézisével
csokkentik a sejtjeik ozmotikus potencialjat, melynek kovetkeztében nd a sejtek vizfelvevo,

illetve vizmegtart6 képessége (Guy, 1999).

A reaktiv oxigénformak felhalmozddasa ellen antioxiddns enzimek segitségével védekeznek a
ndvények (Smallwood és Bowles, 2002), melyek aktivitdsat a poliaminok is befolydsolhatjak
(Syed Sarfaraz és mtsai., 2011). Egy masik védekezési lehetdéség az antioxidans anyagok
termelése. A novényekben a fenoloid tipusu vegyliletek mennyisége megemelkedik az
oxidativ stresszorok jelenlétében (Hernandez és mtsai., 2009), koztik a flavonoidok és
antocianinok szintje is. Ezek az anyagok a ndvényi szovetekre karos UV-B sugarak
elnyelésében is segitenek, de mindemellett a reaktiv oxigéngyokok semlegesitésében is fontos

szerepet jatszanak (Agati és Tattini, 2010).

A Brassicaceae csaladba tartozd ndvényeknél mar az 50-es évek derekan felfigyeltek arra,
hogy a hideggel szembeni tolerancidjuk Osszefiiggésben lehet a magas S-metilmetionin
(SMM, U-vitamin) tartalmukkal (Bourgis és mtsai., 1999). Az SMM egy biologiailag aktiv
természetes vegylilet, nem proteinogén kéntartalmi aminosav, mely minden névényi részben
kimutathaté a virdgos novények korében (Bourgis és mitsai., 1999). Szintézise metioninbol
indul, melynek atalakulasat az  S-adenozilmetionin:metionin S-metiltranszferdz enzim
katalizalja. A reakcidhoz sziikséges metil csoport az S-adenozilmetionintél (AdoMet)
szarmazik. Ez egy irreverzibilis reakcid, am egy masik Gton az SMM vissza tud alakulni
metioninnd. A visszaalakulas soran az SMM a metildonor, a homociszteint metilalja, 1 mol

SMM-b6l és 1 mol homociszteinb6l 2 mol metionin keletkezik. A reakcidét az S-metil-



metionin:homocisztein S-metiltranszferdz enzim katalizalja. Ez a ciklikus reakcidsor az un.
SMM-ciklus (1. abra), amely révén az S-metilmetioninnak kézponti szerepe van az AdoMet

¢és metioninszint-szabalyozasban (Szegd és mtsai., 2007).

NH; 1. dbra. Az SMM-ciklus virdgos
névényekben.

\S Cco0’ A reakcio soran SMM-bol  és

Met homociszteinb6l a HMT (S-metil-

AdoMet metionin : homocisztein S-metil-

transzferdz) 2 metionin molekulat
eredményez. A metionin MMT (S-

HMT MMT . o . .

a adenozilmetionin:metionin  S-metil-
Hey / < AdoHcy transzferd%) segitségével SMM-n‘aé
alakul, mig az AdoMet (S-adenozil-
NH . . o
/\/L metionin) S-adenozil-homociszteinné

. alakul. (Bourgis és mtsai., 1999

>s Co0 (Bourg )

SMM

Az S-metilmetionin fontos szerepet jatszik a kén szallitasaban és raktarozasban. A kénnek két
{6 transzportformaja van a novényekben: a glutation és az SMM. Mérések szerint a floémben
az S-metilmetionin a f6 kénszallitd vegyiiletforma, amelyet akar mM-os koncentracidéban is

tartalmazhat a floémnedv (Wirtz és Droux, 2005).

Fontos szerepet jatszik a hidegstressz okozta karosodasok kivédésében: ozmoprotektansként
miikddd dimetil-szulfopropionat (DMSP) keletkezhet beldle, melynek membranvédd hatésa is
van (McNeil és mtsai., 1999). Hatdssal van a hormonok termelddésére is a ndvényekben: pl.
az abszcizinsav (ABS) mennyiségét megnoveli abiotikus stresszek esetében, mig az
etilénszintet ezzel szemben alacsonyan tartja (Fujita és mtsai., 2008). Ezek mellett az SMM ¢és
az anyagcseréjéhez tartozo enzimek részt vesznek a szeléntolerancia kialakitasaban is, a Se
detoxifikalasaval (Tagmount €s mtsai., 2002). Végezetiil az SMM hatassal van a stresszvédd
vegyliletekként is funkcionald poliaminok szintézisére is. A kiils6leg adott SMM szdmos
novényben (pl. kukorica, buza, borsd, szdja) megnovelte a kiilonb6zd poliaminok szintjét

(Racz és mtsai., 2008).

A poliaminok (PA) kis molekulastlyu polikationok. Jelen vannak a sejtfalfrakciokban, a

vakuolumban, mitokondriumban és kloroplasztiszban is (Kaur-Sawhney és mtsai., 2003).
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El6fordulhatnak a novényben szabad, illetve kotott formaban is pl: fahéjsavhoz, ferulasavhoz,
kavésavhoz kototten (Urano és mtsai., 2004, Takahashi és Kakehi 2010). Esszencialisak a
novekedéshez a pro- ¢és eukariotakndl egyarant. Fontos szerepiik van a morfogenezisben (a
poliaminszint hatdssal van a levélmorfologiara, gyokérndvekedésre, virdg kialakulasra),
illetve stimulaljak a DNS-replikaciot, transzkripciot €s transzlacidt is (Kaur-Sawhney és
mtsai., 2003). A PA-ok hatnak a hormonszintézis-titvonalakra is: ezek a vegyiiletek ¢s az
etilén antagonisai lehetnek egymasnak kiilonb6z6 folyamatokban (Kaur-Sawhney és mtsai.,
2003). Emellett jelenlétiik ndveli a kiillonbozé abiotikus és biotikus stresszekkel szembeni
tolerancidt a noOvényben. SzabadgyoOk-semlegesitdé (pl. sejtmagban), illetve -termeld

(apoplasztban, a lebontasuk soran) funkciot is ellathatnak (Takahashi és Kakehi 2010).

Az SMM poliaminok szintézisében jatszott szerepe részben az S-adenozilmetionin (AdoMet)
szint szabalyozasaval is dsszefligghet. Az AdoMet dekarboxilalt szarmazéka szolgaltatja azt a
propilamino-csoportot, mely révén a putreszcinbdl spermidin, majd a spermidinbdl spermin
képzédik. Az SMM egy ettdl fliggetlen poliaminszintézis utat is biztosit, a propilamino-

csoportot kdzvetleniil szolgaltathatja a spermidin és a spermin szintéziséhez.

A PA-ok szintézise aminosavakbol, argininbdl, illetve ornitinbdl indulhat ki. Argininbdl
kozvetett 1uton (agmatinon keresztiil), mig ornitinbdl kozvetleniil torténik a
putreszcinszintézis. A novényekben a kozvetett Ut a meghatdrozo. A putreszcin Gjabb
propilamino-csoportok bekapcsolodasaval spermidinné, majd sperminné alakulhat tovabb
(Urano ¢és mtsai., 2004). Ezeket a reakciokat az arginin-dekarboxilaz (ADC), ornitin
dekarboxilaz (ODC), spermidin-szintaz (SPDS) ¢és spermin-szintaz (SPMS) enzimek
katalizaljak (2. abra). Végezetiil a poliaminok mas anyagcsere-utvonalakkal is kapcsolatban
vannak, pl. a putreszcin prekurzora piridin és tropan alkaloidoknak (Takahashi és Kakehi,
2010), illetve hatassal vannak a fenilpropanoid tutra, amely a szintén stresszvédd anyagoknak

szamito fenoloidok szintéziséért felelds a novényekben (Bassard és mtsai., 2010).



urea
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2. abra. A poliaminok és az etilén bioszintézise. A spermidin és a spermin képletében a
propilamino-csoport meg van vastagitva. SMM = S-metilmetionin, Met = metionin,
AdoHcy = S-adenozilhomocisztein, AdoMet = S-adenozilmetionin, MMT = S§-
adenozilmetionin : metionin S-metiltranszferaz, MGBG = methylglyoxal-bis-guanyl
hydrazone, AdoMetDC = AdoMet dekarboxilaz, SAP = S-adenozil-metiltio-propilamin,
MTA = 5’-metiltioadenozin, ACC = I-aminocikloproman-I-karbonsav. (Szego és
mtsai., 2007)

A fenoloid tipusu vegyliletek szdmos funkcidval rendelkeznek, példaul mikrobak és gombak
elleni védekezésben jatszanak szerepet, védelmet nytjthatnak az UV-sugarak ellen, illetve
szinanyagok, nehézfém kelatorok és antioxidans vegyiiletek is tartoznak kozéjiik (Stevenson
¢s Hurst, 2007). A fenoloidok szintézise fenilalaninbol indul, ez az aromas aminosav a
sikimisav ut végterméke (tirozin és triptofdn mellett). A fenilalanin a kiindulopontja a
fenilpropanoid utvonalnak, melybdl szdmos fenoloid tipusu vegyiilethez tartoz6 reakciout
agazik ki, példaul a kumarinok, sztilbének, tanninok, ligninek, lignanok, kutin, szuberin,
flavonoidok ¢és antocianinek képzése fel¢ (Solecka, 1997). Ennek az utvonalnak az elsd

enzime a fahéjsavat el6allito fenilalanin-ammonialiaz (PAL). Kovetkezd 1épésben a fahéjsav-
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4-hidroxilaz (C4H) alakitja at a fahéjsavat p-kumarsavva, majd ezt kovetden a p-kumaroil-
CoA ligaz (4CL) p-kumaroil-CoA-t szintetizal beldle (Fraser és Chapple, 2011). Ebbdl a
vegyiiletb6]l harom malonil-CoA egység hozzakapcsoldsaval a kalkon-szintdz (CHS)
tetrahidroxikalkont allit eld, melybdl a kiilonbdzd flavonoidok és antocianinok szintézise
torténik (Dixon és Paiva, 1995), melyek a ndvényben talan a legfontosabb stresszvédd

molekuldknak szamitanak (3. abra).

COOH

fenilalanin

--p antocianidok

lignin, lignan

, «
SCoh -' ...... » sztilbének
OH
Lutm szuberin
@ @ "
fahéjsav p-kumaroil-CoA

3. dbra. A fenilpropanoid utvonal elsé hdarom lépése és az abbdl kiagazo utvonalak
egy része. PAL: fenilalanin-ammonialiaz; C4H: fahéjsav-4-hidroxilaz; 4CL: p-
kumaroil-CoA ligaz, CHS: kalkon szintaz. Dixon és Paiva (1995) abrdja alapjan.

Az S-metilmetionin és a fenilpropanoid utvonal kozotti kapcsolat még csak elméletben
1étezik, kisérletesen még nem bizonyitottdk. Mindenesetre szamos kutatds eredménye arra
enged kovetkeztetni, hogy az SMM hatéssal van a kiilonb6zd fenoloid tipusti vegyiiletek
képzddésére. Kosa (2011) az SMM hatasat vizsgalta meg a kukorica fotoszintetikus
apparatusara hidegstressz esetében. Floureszcencia-leképezéses modszerrel végzett kisérletei
azt mutatjak, hogy a kiilonb6z6 flavonoidok és antocianinok mennyisége megndétt a névények
leveleiben a hideg hatdsara, de ha emellett exogén S-metilmetionint is kaptak a ndvények,
akkor ez a novekedés még jelentdsebb volt. A fenilpropanoid utvonalhoz valé masik
kapcsolodas lehetésége a fenolamidokon keresztiil valésul meg. A fenolamidok kozé
kiilonb6zé poliaminok és fenoloid tipust vegyiiletek konjugatumai tartoznak és ezek a
vegyiiletek szintén fontos szerepet jatszanak a kiilonb6zd stresszorok elleni védekezésben

(Bassard és mtsai., 2010).
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Mivel az SMM t6bb ponton képes befolydsolni mind a stresszvédelemben szerepet jatszd
hormonok, mind pedig stresszvédd anyagok keletkezését, szdmos kutatoban felmerilt a
kérdés, hogy ha melegkedveld novényeket exogén SMM-mel kezelnek, megnd-e a hideggel

szembeni ellenalld-képességiik?

2. Célkittizések

Munkénk soran arra kerestiik a vélaszt, hogy exogén S-metilmetioninos kezelés hatdsara
milyen valtozasok 1épnek fel a kukorica (PK) és a paradicsom (LM) hidegstressz elleni
védekezésében. A kérdés altalanosabb jellegli megvalaszolasa érdekében egy egyszikii és
kétsziki ndvényt is valasztottunk a kisérletiink targyaul, melyek mindegyike
mezOgazdasagilag is igen jelentds. Az SMM hatasat élettani, génexpresszids €és anyagcsere

szinten is megvizsgaltuk.

Fiziologiai szint: A ndvények fiziologiai dallapotdnak valtozdsara a fotoszintetikus
hatékonysag mérésével kovetkeztettiink. Ennek a vizsgalatnak a segitségével altalanos képet
alkothatunk az SMM altal el6idézett valtozasokrol.

Génexpresszios szint: Kisérleteinkkel meg akartuk ismerni, hogy milyen mértékben
valtoztatja meg az exogén SMM a fenoloidok és a poliaminok szintézisében szerepet jatszo

egyes enzimek génjeinek kifejezddését.

Anyagcsere szint: A kiillonboz0 stresszvédd anyagok mennyiségének meghatarozasaval az S-

metilmetionin anyagcsere-folyamatokra tett hatdsat is megvizsgaltuk.

3. Anyag ¢és modszer

Novények csiraztatasa és nevelése

A csirdztatds soran a kukorica (Zea mays L., hibrid Norma) és a paradicsom (Solanum
lycopersicum cv Kecskeméti-3 F1) magokat 6%-os H,O, oldatban aztattuk egy 6ran keresztiil,
majd desztillalt vizzel mostuk egy ijabb oran at. Ezt kovetden a magokat nedves papirvattaval

¢és szlir@papirral bélelt talcan csirdztattuk, majd 3 nap elteltével racsra iltettiik és i-es
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Hoagland tapoldaton neveltiik tovabb. A nevelés koriilményei: 14 6ra megvilagitott (200

umol m™ s/ 10 6ra sotét periodus, 23°C allando hémérséklet, ~75% relativ paratartalom.

A kukorica csirandvényeket 9 napos korukban SMM tartalmu (0,01 g/I) tapoldattal kezeltiik
24 o6ran keresztiil, majd 10 naposan normal tapoldatra tettiik és 6-8 °C-os homérsékletii
helyiségbe helyeztiikk at dket kiilonbozé idore (hidegkezelés). A mintat mindig a masodik

levélbal vettiik.

A paradicsom ndvények a csirazastdl szamitott harmadik héten kiilonboz6 kezeléseket kaptak.
A kontrollokat 's-es Hoagland oldaton neveltik tovabb csakugy, mint az
alacsonyhdmérsékleti stressznek kitett novényeket, ezek azonban kiilonbozé ideig 6-8 °C-ra
keriiltek. Az SMM kezeltek 0,1 g/l SMM tartalmi oldatot kaptak a hidegkezeléssel
megegyez0 ideig, az SMM-+hideg kezeltek pedig a hidegkezelést megelézden 24 6rara SMM
tartalmu tapoldatra keriiltek.

Vizsgalati eredményeinket a kukorica esetében 3 bioldgiai és 3 technikai, mig a paradicsom

esetében 2 biologiai és 2 technikai ismétlés 6sszevetésével kozoljiik.

Fluoreszcencia indukcié (PAM)

A fluoreszcencia indukcids modszer egy nem-invaziv, gyors és konnyen alkalmazhato
technika, melynek segitségével a novény fotoszintetikus apparatusanak hatékonysagarol
kaphatunk informaciét. A PAM-fluorométerrel (PAM-2000, Walz, Effeltrich, Németorszag)
meghatarozhato Fv/Fm érték megmutatja, hogy mekkora mennyiségi fényenergiat tud
hatékonyan hasznositani a névény (PSII maximalis kvantumhatékonysaga). Ebbdl a névény
altalanos fiziologiai allapotara kovetkeztethetiink, minél magasabb az Fv/Fm érték, annal
egészségesebb a novény (Lazar, 1999). A mintdkat mindkét névény esetében a masodik
levélbdl vettiik €s 20 perces sotét adapticio utan mértik meg a fluoreszcencias

paramétereiket. A kisérlet Kooten ¢és Snel (1990) altal irt eldirasokat kovette.

Génexpresszios valtozasok vizsgalata kvantitativ Real-Time PCR technika alkalmazasaval

A reakcidhoz hasznalt templat DNS-t a kovetkezoképpen allitottuk eld: kukorica illetve a

paradicsom csirandvény masodik levelébdl (0,15 g) mRNS-t izolaltunk a Genoprep mRNA
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Beads Kit altal meghatarozott moédon, majd egy DNazos emésztést kovetden cDNS-t
szintetizaltunk 500ng RNS-bdl kiindulva Revert4did™ M-MuLV reverz transzKkriptaz

(Fermentas/Thermo) segitségével.

A real-time polimerizacioés lancreakci6 kiilonlegessége, hogy ciklusrol ciklusra nyomon lehet
kovetni az amplifikdlodd DNS termék mennyiségének a ndvekedését, amibdl késObb
kovetkeztetni lehet a vizsgalt gének kifejez0désének mértékére a kiilonbozé mintakban
(Pfaffl, 2001). A Real-Time PCR (RT-PCR) reakci6 soran a reakcidelegyhez adott
fluoreszcens DNS festék (SYBR Green) a kettds szala DNS molekuldba beépiilve lehetévé
teszi annak fluorometrids detektalasat, a PCR termék mennyiségének novekedése a ciklusok
soran aranyos a fluoreszcens jel erdsségének emelkedésével (Wong és Medrano, 2005). A
fluoreszcens jel valtozasat a RT-PCR késziilék detektalja, majd a ciklusok fiiggvényében
abrazolja a novekedését. Elméletileg a polimerizacids lancreakcio soran egy ciklus alatt
megkétszerezddik a termékek szdma, de ez a gyakorlatban csak egy bizonyos ideig valdsul
meg. Azt a ciklusszamot, ahol az exponencidlis ndvekedés elkezdddik, Ct ciklusnak
nevezzik. Minél kisebb egy minta Ct értéke annal gyorsabban jelent meg benne a reakcid
soran az exponencialis novekedési fazis, vagyis annal tobb templatot tartalmazott. A vizsgalt
gének Ct értékeibdl lehet kovetkeztetni azok mennyiségi ardnyaira a kiilonbozd kezelésii
mintdkban. Mi az aranyok meghatdrozasara a Pfaffl (kukorica) illetve a AACt (paradicsom)
modszert alkalmaztuk (Pfaffl, 2001; Schmittgen és Livak, 2008). Mindkét ndvénynél két

referencia gén mértani kdzepére normaltuk a Ct értékeket (Vandesompele és mtsai.,2002).

Poliaminok és fenoloidok mennyiségének meghatarozasa

Fenoloidok meghatarozasa: A kukorica esetében a ndvény 0Osszes fenoloid €s antocian
tartalmat vizsgaltuk meg. A kinyeréshez tobbféle technika létezik és a kiillonbozd oldoszereket
(metanol, sosav, aceton, dietil-éter, stb.) méas-mds aranyokban szoktak alkalmazni (Naczk és
Shahidi, 2004; Dai ¢s Mumper, 2010). Mi metanol, sésav és viz 79:20:1 aranyu keverékét
hasznaltuk, ami egy moddositott technika. A ndvények szarabol és levelébol 0,5-0,5 g-ot
vettlink mintdként a kinyeréshez ¢és a vizsgalt anyagok mennyiségét spektrofotométerrel
hataroztuk meg. A fenoloidokat 254, 270, 290, 300 és 330 nm-en, mig az antociadntartalmat
530 nm-en mértilk. A fenoloidok mennyiségét uM galluszsav-ekvivalensben (GAE) adtuk

meg, ahogy a szakirodalomban elfogadott.
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Poliaminok meghatarozasa: A poliaminok mennyiségének meghatdrozdsa Martonvasaron a
Magyar Tudomanyos Akadémia Agrartudomanyi Kutatokézpont Mezdgazdasagi Intézetében
nagy teljesitményli folyadékkromatografia (HPLC) segitségével tortént Szegd és mtsai, 2009

cikkében leirt moédszerrel. Az eredmények pg/g friss tomegben keriiltek meghatarozasra.

Statisztikai elemzés

A fluorometridas méréseknél mindkét ndvény esetében a mintdk kozti kiilonbségek
szignifikanciaszintjét Student-féle t probaval dontottik el. A t-proba alkalmazasa eldtt
megvizsgaltuk a mintdk varianciajat f-proba segitségével. Az Excel 2010 statisztikai

programjait hasznaltuk.

4. Eredmények és megvitatasuk

Kisérleteink soran mindketten négy kiilonbozd kezelést végeztiink a kukorica €és paradicsom
csirandvényeken, és a mintakat a kezelések szerint neveztiik el: kontroll (K), SMM (S),
hideg (H) és SMM+hideg (SH). A hidegkezelések hossza a kukoricanal 2, 4, 6, 10 és 24, mig

a paradicsomnal 1, 2, 3, 4, 6, 24 6ra volt.

4. 1 A novények fiziologiai vizsgalata PAM fluorométerrel

Az Fv/Fm hanyados a PSII miikodésének hatékonysagat mutatja, minél alacsonyabb ez az
érték anndl rosszabb a fotoszintetikus aktivitds. A grafikonokrol (4. és 5. abra) leolvashato,
hogy mig a K és az S ndvények Fv/Fm értékei szinte teljesen egyiitt mozognak, tigy a H ¢és
SH novényeknél a kontrollokhoz képest fokozatosan csokkenni kezd ez az érték. Mindkét
ndvény esetében szignifikans kiilonbséget tapasztaltunk a 24 6ras H és SH kezelésii ndvények

kozott, ahol az SMM-es eldkezelést kapott ndvényeknél kaptunk magasabb értéket.
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4. abra. Fv/Fm értékek valtozasa kukoricandl a kiilonbozo kezelések hatasara.
Kontroll (K), SMM (S), hidegkezelés (H), SMM és hideg (SH).
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5. abra. Fv/Fm értékek valtozasa paradicsomnal a kiilonbozo kezelések hatdsara.
Kontroll (K), SMM (S), hidegkezelés (H), SMM és hideg (SH).

Fontos megemliteni, hogy a kontroll és hidegkezelt mintdk esetében mindkét névénynél mar

az els6 hidegkezelések (paradicsomnal 1 6ras, kukoricanal 2 6rés) alkalmaval is szignifikans
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kiilonbséget mértiink (ezt az abrdkon nem jeloltik, hogy konnyebben értelmezhetéek
lehessenek). A szignifikdns kiilonbség végig megmaradt, sot, egyre ndvekedett, amibdl
latszik, hogy az alacsony hdmérséklet milyen erds hatassal van a novények éElettani

folyamataira.

Az eredményeink jol mutatjak, hogy exogén S-metilmetionin hatasara a hidegkezelés ellenére
is jelentdsen lassult az Fv/Fm érték csokkenése, ami bizonyitja az SMM pozitiv hatasat a
ndvények fizioldgiai allapotara hidegstressz fennallasakor. A kukorica esetében Szegd (2009)
¢s Kosa (2011) is ugyanezt tapasztalta, amit azzal magyaraznak, hogy az SMM serkenti a
poliaminok, fenoloidok és egyéb antioxiddns vegyliletek szintézisét és ezzel segiti a

fotoszintetikus rendszert erdsen karositd ROS elleni védekezést.

4.2 Génexpresszios valtozasok hideg és SMM kezelés hatdsdra

(PK) Génexpresszios valtozasok kukoricanal

A sresszvédelemben szerepet jatszd anyagok szintéziséért felelds fenilpropanoid Gtvonalhoz
tartozo két gén, a fahéjsav-4-hidroxilaz (C4H) és a kalkon-szintaz (CHS) expresszidjanak

valtozasat vizsgaltam meg RT-PCR technika alkalmazasaval.

A kiértekeléshez Pfaffl modszerét alkalmaztam (Pfaffl, 2001), aminek a segitségével a
vizsgalt gének mennyiségének egymashoz viszonyitott valtozdsat tudjuk prezentdlni. A
modszer egy belsé és egy kiilsé kontroll alkalmazasat is igényli. Bels6 kontrollként ebben az
esetben a konstitutivan expresszalodo aktin (A) és PB1A10.07c membran fehérje (MEP)
géneket hasznaltam fel, mivel ezek mennyisége nem valtozik a kezelések hatasara sem (Guy,
1999; Manoli és mtsai., 2012), mig a kiils6 kontrollt a K kezelésti ndvények értékei
szolgaltattak (ezaltal ezek a grafikonokon sincsenek feltiintetve). A Pfaffl modszer figyelembe
veszi az alkalmazott primerparok hatékonysagat is, amik ebben az esetben a kdvetkezdek

voltak: aktin/98,3%; MEP/99,4%; C4H/98,6% ¢és végiil CHS/99,0%.
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SMM (S), hidegkezelés (H), SMM és hideg (SH).

17



Eredményeim azt mutatjdk, hogy a hideg hatasara jelentds mértékben fokozodott mindkét
vizsgalt gén expresszidja a csirandvényekben, tovabba azt is megfigyelhetd, hogy az SMM-
mel eldkezelt novényeknél még szembetiindbb ndvekedés mutatkozott (6. és 7. abra). A
legnagyobb kiilonbséget a 24 o6ras H ¢és SH kozott kaptam, ami alapjan arra lehet
kovetkeztetni, hogy az SMM hosszl tdvon jelenthet hatasos védelmet a hideg ellen. A C4H
gén expresszidja nagyobb mértékben nétt meg, valdsziniileg mivel az éltala kodolt fahéjsav-
hidroxilaz enzim a fenilporpanoid bioszszintézisutvonal kezdeti szakaszaban jelenik meg és
ott alapvetd funkciot tolt be (Fraser €¢s Chapple, 2011). Emellett megfigyelheté a 4 oOras
kezeléseknél is egy kisebb ndvekedés. Itt szintén a kombinalt kezelésii mintdknal kaptam a
legmagasabb értékeket, vagyis az S-metilmetionin nem sokkal a hidegstressz kialakulasa utan
is képes kifejteni pozitiv hatasat a novény védekezésére. Az S csoport gorbéje szinte nem is
valtozott, ami arra utal, hogy az SMM-es kezelés dnmagaban alig befolydsolja a gének
expressziojat. Arabidopsisban is leirtak, hogy az alacsony hdmérséklet altal megnd a PAL ¢és

CHS génekrdl atirodott mRNS-ek mennyisége (Leyva, 1995).

(LM) Génexpresszios valtozdasok paradicsomnal

A génexpresszids vizsgalat sordn harom gén valtozasat kdvettem nyomon, két poliamin
bioszintézis uton szerepld enzimét (ADC, ODC) és egy transzkripcios faktorét (C-repeat
Referenciagénként az aktint (A) és a riboszoma protein L2-t (RPL2) hasznaltam a

normalashoz (Lovdal és Lillo, 2009).

Az ADC az arginin agmatinon keresztiil torténd atalakulasat, mig az ODC az ornitinbdl
induld putreszcinszintézist katalizalja. Novények esetében, szemben az allatoknal
megfigyelttel, az ADC katalizdlta Gt a jelentdsebb, stressz hatasara is ez indukalodik
korabban. Az ADC enzimet két gén kodolja a legtobb névényben, az ADC1 és ADC2. Az
ADCI1 konstitutivan jelen van minden szovetben, az ADC2 expresszioja abiotikus stressz

hatdsara n6 meg (Takahashi ¢s Kakehi 2010).

A CBF egy az AP2/ERF csalddba tartozd transzkripcios faktor. Paradicsomban harom CBF
gént talaltak, amelyek koziil hideghatasra a CBF1 indukalédik (Zhang €s mtsai., 2004). Az

aktin egy jol ismert és széles korben hasznalt ,haztartdsi gén”. Referenciaként jol
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alkalmazhatd, mert expresszidja nem valtozik a vizsgalt fajon belill, adott szdvetben
kiilonbozo kezelések hatasara. Az RPL2 gén egy nem régota hasznalt referenciagén, amely a

hidegkezelés soran az egyik legstabilabbnak mutatkozott (Lovdal és Lillo, 2009).

A kiértékeléshez AACt modszer alkalmaztam, ahol el6szor a belsé kontroll gének Ct értékeire
normaltam a vizsgalt gének Ct értékeit (ACt), hogy megkapjam az expresszidvaltozas
tényleges mértékét. Majd a kezelt novények (S, H, SH) ACt értékeit hasonlitottam Ossze a
kezeletlen novényével (K), hogy megtudjam a kezelés milyen mértékben valtoztatta meg a

vizsgalt gén kifejez6dését (Schmittgen és Livak, 2008).
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8. abra. Génexpresszios valtozasok paradicsomban. A: ADCI, B: ADC2, C: ODC, D:
CBF1 gének idobeli valtozasa kezelésenként. A C és D abrarészeken a masodik y tengely
(piros skadla) az SH grafikonhoz tartozo értékeket mutatia. SMM (S), hidegkezelés (H),
SMM és hideg (SH).

A diagramokon (8. dbra) a kiilonbdzd gének AACt érték valtozasa latszik a kezelések idejének
fiiggvényében. Az ADC1 és ADC2 géneknél (8/A, 8/B abra) korai expressziondvekedést
tapasztaltam az SMM ¢és hidegkezelés egylittes alkalmazasanal 2 illetve 3 0Orés
hidegkezelésnél, majd egy jabb cstics mutatkozott 6 6ras hidegkezelésnél, ahol mar a csak
hidegkezelést kapott novények ADC expresszidja is jelentdsen megnétt. A csak SMM
kezelést kapott novények génexpresszidja kevésbé valtozott meg és minden esetben a csak

hidegkezelést kapott mintdk gorbéje alatt maradt, az értéke 1 koriil mozog. Ez jol mutatja,
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hogy az S-metilmetionin Onmagéban nem befolyasolja jelentdsen a vizsgalt gének

expressziojat.

Mivel az ADCI1 egy adott szinten konstitutivan expresszalddik és jelen van a szdvetekben, a
kezelések hatdsara gyorsabban megvaltozik a mennyisége, mint az ADC2-nek. A hosszabb
idotartamu hidegkezelés viszont mar az ADC2 esetében okoz nagyobb emelkedést, mind a

kombinalt kezelést kapott, mind a csak hidegkezelt mintaknal.

Az ODC (8/C abra) és CBF1 (8/D abra) gének esetében 4 6ras kezelésnél tapasztaltam a
legnagyobb expresszidvaltozast SMM ¢és hidegkezelt novényeknél. Ezeknél a géneknél a
novekedés joval nagyobb, mint amit az ADC gének esetében lathattunk. Az ODC gén
expresszidja kombindlt kezelés hatdsdra kozel 50-szeresre emelkedett, mig a csak
hidegkezelést kapott ndvények esetében nagyobb ndvekedést 6 oOrds hidegkezelés soran
tapasztaltam, ami minddssze 6-szoros volt. A csak SMM-mel kezelt novények ODC

génexpresszidja kismértékben valtozott a kezelés hosszanak novekedésével.

A CBF1 gén esetében tapasztaltam a legnagyobb génexpresszios valtozast SMM és
hidegkezelés egyiittes alkalmazasanal, illetve ebben az esetben volt a legszembetiindbb a
génexpresszid ingadozasa a kiilonbozo kezeléseknél. A kombinalt kezelés hatasara 4 oOras
kezelésnél kiugroan magas mintegy 350-szeres novekedés lathatd. Ezzel szemben a csak
hidegkezelést kapott mintaknal a legnagyobb génexpresszids valtozas 1 ords hidegkezelés
hataséara kovetkezett be, ez azonban minddssze 8-szoros volt. Ennek a génnek a vizsgalatakor
a csak S-metilmetionin kezelt névények génexpresszidja is kismértékben megvaltozott. A
kapott eredmények jol tlikrozik, hogy a CBF egy transzkripcidos faktor, amelynek

génexpresszidja érzékenyen €s gyorsan reagal a koriilmények valtozéasara.

A legnagyobb génexpresszids valtozast minden gén esetében az SMM-et és hidegkezelést is
kapott névények mutattak. A csak hidegkezelést kapd, illetve csak SMM-mel kezelt ndvények
génexpresszidja kevésbé valtozott meg. Az eredmények az S-metilmetioninnak egyfajta
priming hatdsat mutatjak, melynek kovetkeztében gyorsabban €s hatékonyabban tud a novény
védekezni. A kapott adatok jol Osszevethetéek Szegd ¢és mtsai (2009) altal kukoricénal

megfigyelt génexpressziovaltozas tendenciakkal.
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4.3 Poliaminszint valtozasa paradicsomban SMM-kezelés hatasara

(LM) Korabbi, kukoricaval végzett vizsgdlatok alatdmasztottdk azt a feltevést, hogy a
kiilséleg adott SMM képes megnovelni a kiilonb6zé poliaminok mennyiségét, igy az
agmatinét, putreszcinét, spermidinét és sperminét (Racz és mtsai., 2008). Az SMM hatasa a
kezelést kovetden hidegstressznek is kitett ndvényeknél bizonyult a legnagyobb mértékiinek.
Paradicsommal végzett jelen vizsgalataim eredményei aldtdmasztjdk a kukoricandl megfigyelt

valtozasokat.
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9.dbra. A: agmatin és B: putreszcin tartalom valtozasa paradicsomban.
Kontroll (K), SMM (S), hidegkezelés (H), illetve SMM és hidegkezelés (SH).
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Kisérleteim soran az agmatin és a putreszcin mennyiségének valtozasat vizsgaltam, amelyek a
poliamin bioszintézis ut elsd termékei (9. dbra). A putreszcin két uton is keletkezhet:
ornitinbdl kozvetleniil az ornitin-dekarboxilaz segitségével, illetve argininbdl tobblépcsds
reakcioban, melyet az arginin-dekarboxildz enzim katalizal. Az argininbdl kiinduld szintézis
intermedierje az agmatin, amely vegyiilet mennyiségének valtozasa az argininbdl kiinduld

putreszcin-szintézis szintézisut novekedését tdmasztja ala.

Az SMM- ¢és hidegkezelt mintdk agmatintartalma 4 oOrds hidegkezelésnél valtozik meg
nagymértékben, a kiinduldsi mennyiség 7-szeresére (9/A éabra), mig a putreszcintartalom (9/B
abra) minden kezelés hatdsara emelkedik. A csak hideg-, illetve csak SMM-kezelés nem
befolyasolja jelentdsen az agmatintartalmat. Putreszcin esetében a csak hidegkezelést kapott

novények gorbéje minden esetben a kombinalt kezeléstiek gorbéje alatt marad.

Ezek az eredmények szoros Osszefiiggésben vannak a katalizdldo enzimek génexpresszids
valtozasaival. Az ADC gének 2, illetve 3 6ras hidegkezelésnél mutattak nagyobb expressziot,
mig az ODC gén 4 6ras hidegkezelésnél SMM- és hidegkezelés egyiittes alkalmazasanal. A
putreszcintartalom fokozatos emelkedésének oka lehet, hogy mind argininbdl, mind ornitinbdl
képzddhet. Stressz esetén novényekben az ADC katalizalt atalakulds indukalédik korabban. A
kezdeti putreszcinszint emelkedés ezen az utvonalon torténik, majd bekapcsolddik az ODC ut
is. Emellett a putreszcin tartalom emelkedésének kisebb mértéke azzal magyarazhat6, hogy a

putreszcin egyben kiindul6 vegyiilete a spermidin és a spermin bioszintézisének.

4.4 Fenoloidok és antocianok mennyiségének valtozasa kukoricaban

(PK) Kisérleteim soran az S-metilmetioninnak ¢és a hidegkezelésnek a fenilpropanoid
anyagcsereut stresszvédd vegylileteinek szintézisére gyakorolt hatdsat, valamint az SMM
kezelést kovetd hidegstressz soran megmutatkozd egylittes hatast tanulmanyoztam. A 10.
abran megfigyelhetjiik, hogy a hidegkezelés id6tartamanak ndvekedésével a stresszvalaszban

is sokszor szerepet jatszo fenoloidok mennyisége egyre ndvekszik (10. dbra).
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UV-elnyeld fenoloidok atlagolt mennyisége levélben (uM GAE)
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10. abra. Osszes fenoloid mennyiség kukorica levélben a kiilonbozé kezelések mellett. A
hidegkezelések hosszanak névekedésével egyre magasabb fenoloid szinteket lathatunk.
Kontroll (K), SMM (S), hidegkezelés (H), SMM és hideg (SH).

Feltiind, hogy a 4 o6ras hidegkezelt mintaknal megfigyelhet6 magas fenoloidszint mennyire
hasonlit a RT-PCR mérések soran tapasztaltakra, ahol a C4H és a CHS gének mennyiségben
is egy kisebb novekedést mutattam ki ugyanennél az iddpontndl. Ugyanakkor az is
megfigyelhetd, hogy a 10 és 24 6rés kezeléseknél a kombinalt kezelésii ndvényekben mindig

magasabb fenoloid értékeket lathatunk, mint a csak hidegkezeltek esetében.

A kukorica antociantartalmat vizsgalva latszik (11. dbra), hogy a hidegkezelés hatdsara né a
mennyiségiik. Pietrini és Massacci (1998) is megfigyelte, hogy kukoricdban mar enyhe
hidegstressz (18°C) hatéasara is jelentdsen megemelkedik az antocianin-tartalom. Bar a legtobb
hidegkezelési iddtartam esetében a kombinalt kezelésii mintdk antocianszintje a legmagasabb,
a H és SH mintdk kozott mérhetd kiilonbség nem olyan jellegzetes, mint a fenoloidok

esetében.
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Antocianok atlagolt elnyelése szarban 530 nm-en
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11. dbra. Osszes antocian mennyisége kukorica szaraban a kiilonboz6 kezelések
fiiggvényében. Kontroll (K), SMM (S), hidegkezelés (H), SMM és hideg (SH).

Megallapithatd, hogy az SMM-es eldkezelés fokozza a hidegstressz hatasara bekovetkezd, de
kisebb mértékben jelentkezé valaszreakcidkat, koztik az UV-elnyelé fenoloidok ¢és az
antocianinok bioszintézisét. Ez a hatds a hosszabb ideji kezeléseknél jelentkezik elsGsorban.
Emellett szdmtalan mas ndvényben megfigyelték mar, hogy a kiilonb6zo stresszek hatdsara
megnd a fenoloid és antocianin tipusu vegyliletek mennyisége (Dixon és Paiva, 1995;
Solecka, 1997), koztiik a kukoricédban is az alacsonyhémérsékleti stressz hatasara (Christie és

mtsai., 1994; Késa, 2011).

5. Kovetkeztetések

Munkénk soran egy biologiailag aktiv természetes vegyiilet, az S-metilmetionin stresszvédd
hatasat tanulmanyoztuk mezdgazdasdgi szempontbol jelentds, hidegstresszre érzékeny

egyszikli és kétszikli ndvények, a kukorica és a paradicsom stressztiiré képességére.

Mindkét novény esetében tobb szinten vizsgaltuk meg (fizioldgiai, metabolomikai ¢és a
génexpresszids), hogy az S-metilmetionin hogyan befolydsolja a ndvényekben kialakulo
védekezési folyamatokat, illetve milyen hatassal van az altalanos fiziologiai allapotukra a
stressz fennalldsa soran. A fotoszintetikus rendszer hatékonysagat - és ezaltal a novény
fiziologiai allapotat - jellemzé Fv/Fm értékekbdl egyértelmiien lattuk, hogy az SMM-es

el0kezelés javitja a fotoszintézis aktivitasat a hidegstressz sordn. A természetes védekezo
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reakciok soran megfigyelhetdé ¢és a védelmi potencidl kialakitdsaban szerepet jatszo
metabolitok mennyiségének novekedése, igy kukoricandl a stresszvédd fenoloidok ¢és
antocianinok, mig a paradicsomndl a poliaminok mennyisége is megndtt a hidegkezelés
hatasara. Ha emellett SMM-es eldkezelést is kaptak a novények, akkor még jelentdsebb volt a
novekedés, ami arra utal, hogy az SMM mindkét ndvényben fokozza ezeknek az anyagoknak
a termelddését, ezaltal jelentdésen hozzajarulva a stressztlir0-képesség novekedéséhez. Ezt a
génexpresszios szinten bekovetkezd valtozdsok is aldtdmasztjdk, ahol a vizsgalt

szintézisutvonalakhoz tartoz6 gének termékeinek mennyisége is megemelkedett.

Eredményeink alapjan kijelenthetjiik, hogy az S-metilmetionin alkalmas lehet a hidegstressz
miatt kialakult kdros folyamatok hatdsanak csokkentésére a kukoricaban és a paradicsomban,
mivel mindkét ndvényben fokozza a véddanyagok mennyiségét és az azok szintéziséért

felelos enzimek kifejez6dését.
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Nyilatkozat a palyazo6 egyéni hozzdjaruldsarol a palyamiiben leirt eredményekhez

Alulirott, Paldi Katalin a dolgozatban leirt munkafolyamatok kdoziil a:

a kukoricak csiraztatasat és nevelését,

az Fv/Fm értékek mérését PAM késziiléken,

mRNS kinyerést,

DNazos emésztést,

c¢DNS szintézist,

primerparok tervezését,

primerparok tesztelését: PCR-es felszaporitas és gélelektroforézis,
real-time PCR reakciot,

fenoloid és antociantartalom mérését,

¢s az eredmények szamitdgépes kiértékelését

végeztem el.
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S-metilmetioninos és hidegkezelést,

mRNS kinyerést,

c¢DNS szintézist,

primerparok tervezését és tesztelését,
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