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Osszefoglalas

Tropusi eredetébdl kifolydlag, a kukorica kiilondsen érzékeny a hidegstressz altal okozott
kérosodasra, amely képes csokkenteni a terméshozamot. Természetes eredetli vegyiiletek
hasznalata novelheti a hideggel és mas stresszorokkal szembeni toleranciat. Ilyen fontos
stresszvedd vegyliletek az S-metilmetionin (SMM) és a szalicilsav (SA). A két hatdéanyagot
kombinaltuk 1:1 ardanyban, remélve, hogy az 0j vegyiilet, az S-metilmetionin-szalicilat (MMS)
0tvozi a kiindulasi komponensek tulajdonsagait. Az MMS hatdsat hidegstressznek kitett kukorica
csirandvényeken vizsgaltuk. A valtozasokat tobb szinten detektaltuk: fizioldgiai szinten a PSII
kvantumhatékonysagat ¢és antioxidans enzimek aktivitdsat; génexpresszids szinten a
fenilpropanoid tvonalon jelenlévd enzimek kifejezddését; metabolit szinten a fenilpropanoid
utvonalon keletkezd, stresszvédelemben jelentds szerepet betoltd fenoloidok és antocidnok

mennyiségét.
Kulcsszavak: hidegstressz, kukorica, S-metilmetionin-szalicilat, stresszkivédés, tolerancia
Abstract

Maize, due to its tropical origin, is sensitive to cold temperatures. Chilling stress can damage
metabolic processes and limit the productivity. Naturally occurring compounds are able to
increase the tolerance against cold and other stresses. Such important stress protective
compounds are S-methylmethionine (SMM) and salicylic acid (SA). We combined the active
agents in 1:1 ratio, hoping the new compound; the S-methylmethionine-salicylate (MMS) is even
more effective. We examined the protective effect of MMS in cold-stressed maize. We detected

the changes at multiple levels: at physiological level we monitored the PSII functionality and



A novényi védekezOképesség fokozasa egy természetes eredetii vegytilettel

activity of antioxidant enzymes; at the level of gene expression we followed the changes in gene
expression of the enzymes of phenylpropanoid pathway; at metabolic level we measured the

amount of phenolic compounds and anthocyanins.
Keywords: cold stress, maize, S-methylmethionine-salicylate, stress protection, tolerance
Bevezetés

A stresszorok megjelenése gatolhatja a novények fejlédését, szaporodasat és alapvetd
¢életfolyamatait. A stressztényezéket csoportosithatjuk abiotikus (pl. homérsékleti, szarazsag, so,
tapanyaghiany stb.) és biotikus (elsésorban patogének) mivoltuk alapjan. A hidegstressz komoly
eredetli vegyliletek hasznalatdval novelhetd a tolerancia a hideg és mas stresszorok karositd hatasai
ellen. Az S-metilmetionin (SMM) egy nem-proteinogén aminosav, melynek pozitiv hatasat
bizonyitottak mar, éppen hidegstressz fellépésekor (Racz és mtsai, 2008; Paldi és mtsai, 2014),
ezenfeliil virusfertézés esetén is csokkent karosodast mértek a vegyiilettel eldkezelt ndvényekben
(Ludmerszki és mtsai, 2011). A masik alapkomponens a szalicilsav (SA), ami egy novényi
hormonszerli anyag; fontos szignalizdciés molekula, amelynek jelentdségét el6szor a biotikus
stresszek esetén mutattak ki, majd abiotikus stresszek fellépésekor is, példaul alacsony
homérsékleti stressz megjelenésekor. Az exogén modon adott SA serkentette a fenilpropanoid
bioszintézis Utvonalat és az antioxidans védéenzimek aktivitasat (Horvath és mtsai, 2007). Ezen
eredmények tudataban kombindltuk a két komponenst 1:1 aranyban, remélve, hogy az uj
szintetizalt vegyiilet (S-metilmetionin-szalicilat - MMS) még fokozottabban képes névelni a

novények védekezoképességét hidegstresszel szemben.
Anyag és méodszer

Novénynevelés: A kisérlethez MV350 fajtaji takarmany kukoricat (Zea mays, cv. Mv350)
hasznaltunk. A nevelés koriilményei: 23°C-os éllandd homérséklet, 14 o6ra megvilagitasi
periodussal (200 umol m_zs_l), ~75% relativ paratartalom. A ndvényeket normal Y4-es Hoagland
tapoldaton neveltilk. A csiranovényeket 9 napos korukban kezeltik MMS-sel. A vegyiiletet a
kukoricak tapoldatdhoz adtuk 0,05 mM koncentracidban. 24 ora elteltével "i-es Hoaglandra
cseréltiik a tapoldatot, ezutan a névényeket 4, ill. 24 6ras, 6 C°-os hidegstressznek tettiik ki, ezt

kovetben vizsgaltuk az alacsony hémérséklet hatasara bekovetkezd karosodasok mértékét.
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Fluoreszcencia indukcid mérése: A fotoszintetikus aktivitds mérésére PAM-101-102-103
fluorométert (Walz, Effeltrich, Németorszag) hasznaltunk, amellyel képet kaphatunk a PSII
kvantumhatékonysagarol, ill. a stresszorok hatasat csokkentd védekezémechanizmusokrol.

Antioxidans enzimek aktivitdsmérése: a reaktiv oxigénformak hatastalanitdsaban fontos
szerepet jatszik az aszkorbat-peroxidaz (APX) és a glutation-reduktaz (GR). Az izolalas soran
0,5 g novényi anyagot dorzsoltiink el 2,5 ml jéghideg 0,5 mM TRIS pufferben (pH 7,4), 3 mM
MgCle és 1 mM EDTA jelenlétében, dorzsmozsarban. A homogenatumot 20 percig
centrifugaltuk 15000 g-vel (Szalai 2009 alapjan). Az enzimek aktivitdsvaltozasat fotomertridsan
mértiik, az APX esetében 270 nm-en, a GR mérésekor pedig 412 nm-en.

Génexpresszid-valtozas: a fenilpropanoid Utvonalon szamos, a stresszvédelemben jelentds
vegyiilet szintetizalédik. Az ttvonal fontos enzimei koziil a fahéjsav-4-hidroxilaz (C4H) és a
kalkon-szintaz (CHS) génjének expresszios valtozasat mértilk Real-time PCR-rel egy kezeletlen
kontroll csoporthoz képest, a C4H expresszidjat levélben, mig a CHS kifejez6dését szarban. A
reakciohoz 0,1 g ndvényi mintabol indultunk ki, amib6l 6sszes RNS-t nyertiink ki a MagJet Plant
RNA Kit (ThermoFisher Scientific, Waltham, USA) hasznalataval, majd cDNS-t szintetizaltunk
500 ng RNS-bdl kiindulva reverz transzkriptaz (Revert4id™ (ThermoFisher Scientific, Waltham,
USA)) segitségével. A keletkezett cDNS-ekb6l vizsgaltuk az enzimek génjeinek relativ
expresszids valtozasat Real-time PCR modszerrel, SybrGreen-alapu detektalassal (ThermoFisher
Scientific, Waltham, USA).

Fenoloidtartalom-vizsgalat: A novények Osszes fenoloid- és antocian-tartalmat metanolos
extraktumbol vizsgaltuk. A mintavétel 0,5 g novényi mintabol tortént, amelyet 5 ml
metanol:viz:sésav 79:20:1 aranyt keverékében dorzsoltink el. (Paldi és mtsai, 2014). A
fenoloidtartalom esetében a mintdk abszorpciojat spektrofotométerrel 254, 270, 290, 300 és 330
nm-en mértiik, amit uM galluszsav ekvivalensben (GAE) adtunk meg. A novények antocian-
tartalmanak valtozasait 530 nm-en mértiik és uM cianidin-3-glikozidra (C3GE) vonatkoztatva

adtuk meg.

Eredmények

A kutatas soran arra kerestiik a valaszt, hogy az MMS valoban képes-e csokkenteni a
hidegstressz esetén fellépd karosodast?

A PSII aktualis kvantumhatékonysagat mar a 4 oras hideg is jelentdsen csokkentette (a
AF/Fm' értéke 0,727+0,041-r61 0,588+0,0264-ra valtozott), majd a tovabbi hidegstressz még

inkdbb visszavetette a fotoszintetikus aktivitast (0,384+0,004). Mindkét esetben azt kaptuk
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eredményiil, hogy MMS-elokezelés esetén kisebb volt ez a visszaesés (4 6ra utan 0,630+0,027;
24 oras hidegkezelés utan 0,525+0,098 a AF/Fm' értéke). A PSII reakcidcentrumok
hatékonysaganak esetében ugyancsak azt tapasztaltuk, hogy az MMS-elokezelt novényeknél
kisebb volt a karosodas mértéke. A nem-fotokémiai kioltas harom paraméterbdl tevodik Ossze: a
ApH ¢és xantofill-fliggé nem-fotokémiai kioltasbol, a state-tranziciéo fliggd nem-fotokémiai
kioltasbol és a fotoinhibicio-fliggd nem-fotokémiai kioltasbol (D’Ambrosio és mtsai, 2008).
Ezek a mechanizmusok fontos szerepet jatszanak a PSII védelmében. Eredményeinkben
lathatjuk, hogyan csokken a kioltds mértéke a hidegkezelések hatdsdra, noha szignifikdns
csokkenést csak a 24 6ras hidegstressz esetében mértiink (az NPQ paramétere 0,132+0,068-r61 4
oras hideg utan 0,049+0,056-re; 24 6ras hideg utan 0,023+0,03-ra esett vissza). Maga az MMS-
kezelés nincs karos hatdssal novényekre, sot a 24 6ras hidegkezelésnél az eldkezelt névényeknél
magasabb mértékii volt a nem-fotokémiai kioltds mértéke (ekkor 0,035+0,0/7 volt a nem-
fotokémiai kioltasok értéke). A fluoreszcens alapu ¢és konstitutiv hédisszipacio mértékébol
szintén kovetkeztethetiink a hideg hatdsara bekovetkezd karosodas mértékére. Minél magasabb
ez a paraméter, annal kevésbé forditodik az energia az elektrontranszportlanc miikodésére. A
hidegkezelések hatasara szamottevéen megnétt a hddisszipacio (0,211+0,029-r61 4 ora utan
0,295+0,005-re; az MMS-sel eldkezelt egyedek esetében 0,289+0,015-re). 24 ora elteltével az
MMS-el6kezelés stresszvédé hatdsa mar megmutatkozik (a csak hidegkezelt novényeknél a
hddisszipacié paramétere 0,334+0,003; mig az MMS-el6kezelteknél 0,311+0,039 volt). Az
inaktivalodott PSII reakciocentrumok energiadisszipacidja szintén a karosodas mértékét
szemlélteti, ekkor is szignifikdnsan nétt a kibocsatds mértéke a hideg hatdsara, és ebben az
esetben is megmutatkozik az MMS jotékony hatdsa a 24 6ras hidegkezelés esetén (24 o6ra utdni
hidegkezelteknél az inaktivalddott PSII reakciocentrumok energia disszipacidja 0,122+0,02-r6l
4-szeresére valtozott; mig a vegyiilettel el6kezelt novényeknél csak 3-szorosara).

Az antioxidans enzimek aktivitdsanak mérésekor gyokérben a GR-nal hidegstressz hatasara nem
tapasztaltunk szamottevo valtozast, APX esetében kisfoku csokkenést é€szleltiink az aktivitasban. Az
MMS-elékezelt novényeknél ezzel ellentétben emelkedést tapasztaltunk, 24 oras hidegkezelésnél
pedig az MMS-elbkezelt novények értékei jelentdsen magasabbak voltak, mint MMS nélkiil (GR
esetében 6-szoros; APX esetén pedig dupldja volt az abszorpcids valtozas/perc/g/ml fehérje mértéke).
Levelekben nem kaptunk jelentds valtozast (1. diagram).

A fahéjsav-4-hidroxildz a fenilpropanoid itvonal kezdeti szakaszan miikodé enzim. A 4 6Oras
hidegkezelés hatasara emelkedett az enzim génjének expresszioja (10-szeres volt az expresszios
valtozas), viszont a 24 oras hidegstressz hatasara csokkenést tapasztaltunk (alacsonyabb értéket

kaptunk, mint a kiindulsi expresszios szint), ezzel szemben az MMS-eldkezelt névényeknél a 24
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oras hidegkezelés hatasara nétt meg leginkabb az expresszio (14-szeres volt a génexpresszid). A
kalkon-szintaz kulcsenzim a flavonoidok, majd az abbdl kialakuld antocianok szintézisének
utvonalan is. Az MMS-el6kezelt novényeknél mar a 4 o6ras hideg hatdsara is szignifikans
kiilonbséget kaptunk (kézel 150-szeres emelkedés), a csak hidegkezelést kapott novényekhez
képest. A tovabb fennallo hidegstresszt koveten ez a kiilonbség még latvanyosabb volt (540-
szeresére emelkedett a CHS expresszidja). A fenilpropanoid ttvonalon képz6dd metabolitok
vizsgalatdnak eredménye aldtdmasztotta a génexpresszios eredményeket, miszerint a
fenoloidtartalom vizsgalatanal csak a 24 o6ras hidegkezelés hatasra kaptunk magasabb eredményt
az MMS-sel el6kezelt novényeknél (10 uM-rel magasabb volt a fenoloidtartalom, 1. tablazat). Az
antocian-tartalom mérése esetében pedig mind a 4 és 24 6ras hidegstresszt kovetden is jelentdsen
magasabb értékeket kaptunk a vegyiilettel elokezelt novényeknél (mindkét esetben kozel a

duplajat mértik, 1. tablazat).

Megyvitatas

Kutatasunk korabbi vizsgalatok eredményeire épiil, ahol bizonyitottak két, természetes eredetli
vegylilet pozitiv hatasat stresszorok fellépése esetén. Ez a két vegyiilet: az S-metilmetionin és a
szalicilsav. Kombinaltuk a két vegyiiletet 1:1 aranyban, abbdl a célbol, hogy létrehozzunk egy
még hatékonyabb stresszvédd komponenst. A hidegstressz gatolja a fotoszintetikus aktivitast,
azaltal, hogy redukalja az energiahasznositas kapacitasat (Teocharis ¢és mtsai, 2012).
Eredményeink alatamasztottak, hogy alacsony homérséklet hatasara csokkent a PSII aktualis
kvantumhatékonysaga, ill. a nem-fotokémai kioltds mértéke, ¢és nétt a PSII inaktiv
reakciocentrumainak az energiadisszpacioja, emellett emelkedett a hddisszipacié mértéke. Az
MMS-eldkezelt novényeknél kimutathatd volt a vegyiilet pozitiv hatasa, ugyanis kisebb volt a
csokkenés a fotoszintetikus elektrontranszportlanc miikodési hatékonysagaban. Masodlagos
stresszként gyakran 1ép fel oxidativ stressz, mely tovabb karositja a ndvények életfolyamatait.
Hideg stressz esetén né az antioxidans enzimek aktivitasa, emellett Foyer magasabb fehérje
tartalmat is tapasztalt (Foyer és mtsai, 2002). Az aszkorbat-peroxidaz és a glutation-reduktaz
részt vesznek a hidrogén-peroxid vizz¢ vald alakitasdban, megakadalyozva, hogy a még
reaktivabb hidroxil-gyokké alakuljon (Parvaiz, 2014). Ezzel szemben egynapos hidegkezelés
hatasara csak az MMS-el6kezelt novények esetében tapasztaltunk enzimaktivitas-novekedést
gyokér esetén. Kosa és munkatarsai (2009) szintén nem mértek jelentds emelkedést rovidtava
hidegkezelés esetén levélben, viszont szintén magasabb abszorpcios értékeket kaptak, a

kiindulasi vegyiilettel, S-metilmetionnal el6kezelt novények esetében. A fenilpropanoid
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utvonalon szamos vegyiilet képzddik, amelyek részt vesznek a stresszorok esetén a tolerancia

novelésében (Vogt, 2010). Génexpresszid és metabolit szinten is tapasztaltuk, hogy az MMS

serkentette ezen utvonalon jelenlévé enzimek génjeinek expresszidjat, a fahéjsav-4-hidroxilazt és

a kalkon-szintazt, illetve az enzimek muikodését, hiszen az MMS és a hideg kombinalt hatasara

magasabb metabolitszintet mértiink. A mérések soran igazoltuk, hogy az MMS szintén képes

csokkenteni a hidegstressz negativ hatasait.

1. tablazat. Fenoloid és antocian- tartalom valtozas.. A fenoloidtartalom uM galluszsav

ekvivalensben, az antocidn-tartalom pM cianidin-3-glikozidra vonatkoztatva. Szinessel jeldlve,

ahol magasabb értékeket kaptunk az MMS elékezelés hatasara.

KO:kontrol novények; MMS:S-metilemtionin-szalicilattal el6kezelt nGvények
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fenoloid KO 50,377+ 6,771 43,180 + 9,078 38,738 + 11,281
MMS 43,950 + 3,955 43,692+ 5,125 47,542 +£13,153
antocian KO 4303 + 1,041 4,967+ 0,761 3,697 + 0,961
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1. abra. Glutation-reduktaz (GR) és aszkorbat-preoxidaz (APX) aktivitas valtozasa gyokérben. A

GR esetében 412 nm, az APX-nél 270 nm-en mértiik az abszorpcids valtozast

(AA/min/g/ml)fehérje. KO: kontrol ndvények; MMS:S-metilmetionin-szalicilattal el6kezelt

novények
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A munka megvalosulasat a K108834 OTKA palyazat segitette.
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