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Természetes vegyiilet, az S-metilmetionin hatasanak vizsgialata a paradicsom és a kukorica
fiziologiai sajatsagaira, biotikus és abiotikus stressztoleranciajara

Péalyazatunk egy bioldgiailag aktiv, természetes vegyiilet, a novények kén-anyagcseréjében,
valamint az abiotikus és biotikus stresszfaktorokkal szembeni védekezd képesség kialakitdsdban
jelentds szerepet jatszd S-metilmetionin (SMM) fiziologiai szerepének €s hatdsmechanizmusanak
megismerésére iranyult. Munkdnk sordn az SMM hatasat mezdgazdasagi szempontbdl fontos
novényeken (paradicsom, kukorica) vizsgaltuk, feltdrva egyes abiotikus (hideg-, illetve UVB
stressz) és biotikus stressztényezOok (virusfertdzés) hatdsara bekovetkezd valtozasok fiziologiai-
biokémiai (fotoszintetikus paraméterek, hormonalis, enzimaktivitds és metabolit valtozasok),
valamint molekuléris bioldgiai (génexpresszid valtozasok) hatterét. Tanulmanyoztuk tovabba az
SMM hatasat a novény és szimbionta gomba kapcsolatra, a mikorrhiza-kolonizacio6 kialakulasara.

Az SMM hatasa az abiotikus stressztoleranciara
Alacsony homérsékleti stressz

Mind a kukorica, mind a paradicsom érzékeny az alacsonyhdémérsékleti stresszre, melynek
mérsékelt ¢gdvon gyakran ki vannak téve, kiilondsen az egyedfejlodés korai szakaszaban. Ezért
hidropénikus kultaraban nevelt 10-21 napos kukorica (MV Norma) illetve 3 hetes paradicsom
(Kecskeméti 3) csirandvényeken tanulmanyoztuk az SMM-nek hidegstresszelt ndvényekre kifejtett
hatdsat. A novények fiziologiai allapotanak jellemzésére a klorofilltartalmat, illetve a
fotoszintetikus paraméterek koziil a PSII kvantumhatékonysagat tiikr6zo valtozo fluoreszcenciat
(Fv/Fm), a nett6 fotoszintézist (An), a fotokémiai és nem fotokémiai kioltds (qP, qN) értékeit,
valamint a tobbhullamhossza fluoreszcencia leképezésbdl szamithatd mutatdkat hasznaltuk. A
paradicsom esetében a membranpermeabilitds valtozdsoknak az ionkidramlasra gyakorolt
hatdsanak mérését is felhasznaltuk. Ribonomikai és metabolomikai vizsgélataink a hidegstressz
indukalta valaszreakcidkban fontos szerepet jatszd szabalyozd transzkripcios faktorok, az
ugyancsak szabalyoz6 poliaminok bioszintéziséért felelds, valamint a stresszvédelemben fontos
szerepet betoltd fenilpropanoidok bioszintéziséért felelds gének expresszid-valtozésainak nyomon
kovetésére, az altaluk szintetizalt védd anyagok mennyiségi valtozasainak kémiai meghatarozasara,
tovabba az antioxidans védo enzimek aktivitdsanak vizsgalatara irdnyultak.

A fagypont feletti alacsony hdmérsékletre is érzékenyen reagald kukorica csiranévényekben az egy
napos, +5°C-os hidegkezelés hatdsara az Fv/Fm értékek jelentds csokkenése volt mérhetd. Ezt a
fotoszintetikus aktivitas csokkenést jelentdsen mérsékelte a csirandvények 24 oran at SMM-mel
tortént elokezelése. Az egy napos SMM kezelés ugyanakkor 6nmagaban nem okozott szignifikans
eltérést a Fv/Fm értékekben. Hosszabb idejii, 3-4 napos kezelési periddust kdvetden azonban
megfigyelhetd volt a klorofilltartalom emelkedésével aranyosan a funkcié javulasa.

A hideg-indukalt géneket szabalyoz6é CBF (C-repeat binding) transzkripcids faktor expresszidjat
vizsgalva, megfigyelhetd volt, hogy a génkifejez0dés mértéke alacsony hémérséklet hatisara
mintegy 4-5x-re, SMM eldkezelt novényekben azonban 8-9x-re emelkedett. Ugyanakkor az SMM
kezelés 6nmagéaban csak kismértékli (2x) expresszid ndvekedést okozott.

A stresszvédelemben fontos szerepet jatszo poliaminok bioszintézisében kozremiikodé enzimek
génexpresszidjat vizsgalva megallapitottuk, hogy a putreszcin (Put) szintézis enzimei koziil az
arginin-dekarboxilaz (ADC) expressziojaban tapasztalhatd legnagyobb valtozas, tehat az argininbdl



kiindulé bioszintézis ut aktivalédott. Az SMM kezelés Onmagaban csak mintegy 2x-es
génexpresszido novekedést okozott, de nagyobb mértékben erdsitette az azt kovetd hidegstresszre
adott valaszreakciot, melynek soran 6-7x-es novekedés kovetkezett be. A csak hideg hatdséara ez a
génexpresszio novekedés csak 4x-es volt. A putreszcinbdl a spermidin szintézisét katalizald S-
adenozilmetionin dekarboxilaz (SAMDC) ¢és a spermidin szintdz (SPDS) expressziojaban hasonld
tendenciat figyelhettiink meg. Az enzimek génexpresszidjaban bekdvetkezd ndvekedést osszevetve
a spermidin (Spd) szintben bekdvetkezo valtozasokkal megallapithato volt, hogy a Spd mennyisége
nagyobb (kb. 6x-0s), mint amit a génexpresszid ndvekedés (kb. 2x-es) alapjan vartunk. Ez az
eredmény azzal magyardzhaté — Osszhangban kordbbi megfigyelésiinkkel — hogy a spermidin
szintézisének egy alternativ utja is lejatszodhat, melyben az SMM mint intermedier szerepel, tehat
a Spd bioszintézisét kdzvetleniil is befolyasolhatta.

A fentiekben részletezett eredményeket Szegd et al. szerzdségével jegyzett cikkben (Cereal Res.
Comm. 37(3) 419-429, 2009) publikaltuk.

A rovid ideji (24h) hidegstressz soran bekovetkezd, a védelmi potencial kialakuldsdhoz
hozzéjaruld fenoloidok és antocianinok bioszintézis¢hez vezetd fahéjsav-4-hidroxilaz és kalkon
szintaz gének expresszidjanak idébeli valtozasait tanulmanyozva 10 napos kukorica
csiranovényekben megallapithatd volt, hogy hideg hatasara mintegy 4-5x-0s, ugyanakkor az SMM-
mel egy napig eldkezelt novényekben az azt kdvetd hidegstressz sordan lényegesen nagyobb, 12-
18x-0s novekedés volt megfigyelhetd. Ugyanakkor — hasonléan a poliamin szintézis génjeinél
megfigyelt valtozasokhoz - az SMM kezelés 6nmagaban csak ennél kisebb mértékben novelte a
génexpressziot (1. abra).

C4H gén expresszidjanak valtozasa
90

80 +
70 +

60 -

€ = =+ 0 — 0

50 |
40
30 + —SH
20

10 +

w BN D + — O <
[

2 4 6 10 24
Kezelés (6ra)




CHS gén expresszidjanak valtozasa
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1. abra: A fenoloidok és antocianinok szintéziséért felelés fenilpropanoid ttvonal korai (fahéjsav-4-
hidroxilaz; C4H) és késobbi (kalkon-szintdz; CHS) reakcioit katalizald enzimek génjeinek kontrollhoz
viszonyitott expresszidvaltozasai 10 napos kukorica csirandvényben 0,01g/l S-metilmetionin (S), hideg (H;
6°C), valamint 24 o6ras SMM-kezelést koveté hidegkezelés (SH) hatdsara. Az adatok 3 biologiai és 3
technikai ismétlés atlagai, szorassal.
1.

Metabolomikai szinten a C4H ¢és CHS gének expressziovaltozasainak kovetkezményeként
megnyilvdnulo Gsszfenoloid-, valamint antocianintartalom valtozdsokat vizsgalva, hasonld
tendenciat figyelhettiink meg. A csirandvények leveleibdl nyert mintadk galluszsav-ekvivalensben
(GAE) megadott dsszfenoloid tartalméanak hidegstressz soran, valamint az SMM eldkezelést kovetd
hidegstressz alatt bekovetkezd valtozéasait a 2. abra, mig az antocianin tartalom alakulasat (a
valtozasokat kukoricanal legjobban reprezentald szarbol mért adatok alapjan) a 3. dbra mutatja.



UV-elnyelé fenoloidok atlagolt mennyisége levélben (UM GAE)
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2. abra: Az Osszfenoloid tartalom valtozasai (GAE, galluszsav ekvivalensben) 10 napos kukorica
csirandvények levelében S-metilmetionin (S, 0,01g/1 SMM), hideg (H; 5°C), valamint 24 6ras SMM kezelést
kovetd hidegkezelés hatasara (SH). Az oszlopok feletti iddparaméterek a hidegkezelés hosszat jelzik.

Antocianok atlagolt elnyelése szarban 530 nm-en
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3. 4dbra: Az antocianin tartalom valtozédsai (az 530 nm-nél mért elnyelés alapjan) 10 napos kukorica
csirandvények szaraban 0,01g/1 S-metilmetionin (S), hideg (H; 5°C), valamint 24 6ras SMM kezelést kovetd
hidegkezelés hatasara (K-kontroll; S- SMM-kezelt; H- hidegkezelt; SH- SMM- és hidegkezelt). Az oszlopok
feletti idéparaméterek a hidegkezelés hosszat jelzik.

A fentiekben leirt eredményekbdl S-methylmethionine alleviates the damage of cold stress in maize
through protection of the photosynthesizing apparatus and stimulation of the phenylpropanoid
pathway cimmel Paldi K, Rudndy S, Racz I, Szigeti Z. szerzéségével a Biologia Plantarum c.
folydirathoz benyujtandd dolgozat a jelentés irdsakor 90%-os késziiltségben van.

Hosszabb idejii — 1-4 napos — kiilonbozé mértékli hidegstressznek (6, 8. 10, 12 és 14°C) kitett
kukorica ndvények fotoszintetikus paramétereit vizsgalva ugyancsak megallapithatd volt, hogy
SMM-mel kezelt névényekben a fotoszintetikus apparatus a hidegstressz soran kevésbé karosodik.



A PSII maximalis kvantumhatékonyséagara jellemz6 Fv/Fm értékekben a kontroll névényeknél mar
enyhe hidegstressznél is megfigyelheté volt némi csokkenés. 10 °C alatti hdmérsékleteken az
Fv/Fm értékek csokkenése azonban lényegesen nagyobb mértéki volt. A klorofilltartalomban,
valamint a nettd fotoszintézis (An) értékekben bekdvetkezd valtozasok hasonld tendenciat
mutattak. Az SMM mérsékelte ezen értékek csokkenését. Védo hatasa legnagyobb mértékben a
hosszabb iddtartamu hidegkezelés, valamint a legalacsonyabb hdmérséklet esetén nyilvanul meg. A
fotoszintetikus apparatus kisebb mértékii karosodasat jelzi az SMM kezelt ndvényeknél, hogy nettd
fotoszintézisiik magasabb értéken maradt a hidegstressz soran, mint a kontroll névényeké. Ezt
tdmasztja ala az is, hogy a fotokémiai kioltds magasabb mind az enyhébb, 10 °C feletti, mind a 6,
illetve 8 °C-os hidegstressz soran az SMM kezelt novényekben, mint a nem fotokémiai kioltas,
tehat az épebb fotoszintetikus apparatus nagyobb mértékben tudja a gerjesztési energiat
fotoszintetikusan, az elektrontranszport lancban hasznositani, és ezéltal a hatékony CO, megkotést
biztositani.

A hosszabb ideig tartd, mérsékelt (10 °C feletti) illetve erdsebb (6-8 °C-os) hidegstressz soran
fluoreszcencia leképezés vizsgélatokkal nyomon kovetve a stresszvédd fenoloidok mennyiségével
korrelal6 (440 és 520 nm-nél mérhetd) fluoreszcencia intenzitasokat és azok aranyainak valtozasait,
megfigyelhetd volt, hogy noha a hidegstressz Onmagdban is el6idéz ndvekedést ezek
mennyiségében, az SMM eldkezelt novényeknél a 440 és 520 nm-es fluoreszcencia ndvekedése
nagyobb mértékili, mint a kontroll névényeknél. A fotometrias antocianin tartalom meghatarozasok
alapjan az antocianinok mennyiségének emelkedésében is hasonlé tendencia figyelhetd meg Ezeket
— a fentiekben részletezett — eredményeket Kosa et al. szerzdségével jegyzett folyodiratcikkben
(Centr. Eur. J. Biol. 6(1) 75-83, 2011) publikaltuk.

A kukoricénal detektaltakhoz hasonld kedvezd hatést tapasztaltunk a paradicsom (Kecskeméti 3)
korai fejlédési szakaszédban (3 hetes, hidroponikus kultaraban, “i-es Hoagland tapoldaton nevelt
novényeken). Az 1 napos, +6°C-os hidegstressz, valamint 1 napos 0,1g/LL. SMM el6kezelést
kovetéen alkalmazott hasonld hidegkezelés sordn a fotoszintetikus aktivitdst jellemzo
paraméterekben bekovetkezd valtozasok ugyancsak az SMM stresszvédd hatasat mutattak. Az
SMM-mel elékezelt ndvényekben az Fv/Fm értékek kevésbé csokkentek a hidegstressz hatasara (4.
abra), Hill aktivitasuk és klorofill tartalmuk magasabbnak bizonyult, mint az SMM kezelést nem
kapott novényeké. Mindezek a fotoszintetikus apparatus hidegstressz okozta karosoddsanak
mérséklodését jelzik.



Fv/Fm érték valtozasa hidegkezelés soran paradicsomnal
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4. dbra: Az Fv/Fm értékek valtozasai paradicsomnal a kiilonboz6 kezelések hatasara. K: kontroll; S: SMM-
kezelt; H: hidegkezelt; SH: SMM- ¢és hidegkezelt

Ebben feltehetden szerepet jatszik az SMM-nek a membranintegritds megdrzésére gyakorolt
kedvezO hatasa is, amely jol mérhet6 az elektrolit kidramlds alapjan. A foként egysziki,
mezdgazdasagilag fontos (kukorica, bliza) ndvényeknél korabban kimutatott hatds paradicsomnal is
megfigyelheté volt. Az ionefflux vizsgalatok eredményei ugyanis azt mutattdk, hogy az SMM
elékezelés, kiilondsen leveleknél - ahol a hidegstressz gyakran fénystresszel is parosul - de
gyokérnél is jelentésen csokkentette a hideg hatasara bekdvetkezd, membrankarosodast jelzo
ionkiaramlast (5. abra).
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5. abra: Az SMM hatasa 3, 6, valamint 24 6ras alacsony hdmérsékleti stressznek kitett 21 napos paradicsom
csirandvények leveleinek és gydkereinek magas (200-220 umol m™ s™), illetve alacsony (100-120 pmol m™
s) fényintenzitason mért ionkiaramlasara a vezetSképesség valtozasai alapjan. (K: kontroll, U: 24h-s 0,1g/L
SMM elékezelés, HO-H3-H6-H24: 0, 3, 6, és 24 oras 6 °C-os hidegkezelés)

A paradicsom korai fejléddési fazisaban alkalmazott hidegstressz soran a poliamin bioszintézis
kiilonb6zd utvonalait katalizald enzimek, valamint a hidegindukalt génkifejezédését szabalyozo C-
repeat binding factor (CBF1) génexpresszidjat és az SMM-nek ezekre gyakorolt hatasat vizsgalva,
megallapitottuk, hogy az argininbdl kiinduld szintézis utat szabalyoz6 ADC1 és ADC2 géneknél
korai expressziondvekedés volt tapasztalhaté az SMM ¢és a hidegkezelés egyiittes alkalmazasanal
(2 illetve 3 6ras SMM-+hidegkezelésnél). Ezt egy Gjabb cstcs kovette 6 oras hidegkezelésnél, ahol
mar a csak hidegkezelést kapott ndvények ADC expresszidja is jelentdsen megndtt. Mivel az
ADCI1 konstitutivan jelen van a szovetekben, kezelések hatdsdra gyorsabban megvaltozik a
mennyisége, mint az ADC2-nek. Ugyanakkor az SMM-kezelés hatasara az expresszid kisebb
mértékben valtozott meg.

Az ODC és CBFI1 gének 4 oras hidegkezelésnél mutattdk a legnagyobb expressziovaltozast.
Kiemelkedd6 volt az SMM eldkezelés hatasa, melyet kovetden alkalmazott hidegstressz soran az
ODC gének expresszionovekedése jelentésen meghaladta az ADC géneknél detektalt novekedést.
A kukoricéanal megfigyeltekhez hasonloan elmondhato, hogy a legnagyobb génexpresszio valtozast
az SMM ¢és hidegkezelést is kapott novények mutattdk. A csak hidegkezelést kapo novények
génexpresszidja kevésbé, illetve a csak SMM-mel kezelteké alig valtozott meg (6. dbra).
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6. abra: A poliamin bioszintézis argininbdl és ornitinb6l kiindul6d utvonalaiért felelés gének, valamint a
hidegindukalt gének transzkripcigjat szabalyoz6 CBF1 faktornak a kontrollhoz viszonyitott
expressziovaltozasai alacsonyhdmérsékleti stressz  hatasara paradicsomban. A: ADCI1 (arginin
dekarboxildzl), B: ADC2 (arginin dekarboxilaz2), C: ODC (ornitin dekarboxilaz), D: CBF1 (C-repeat
binding factorl) gének iddbeli valtozasa kezelésenként. S: SMM-kezelt; H: hidegkezelt; SH: SMM- és
hidegkezelt. A C és D abrarészeken a masodik y tengely (piros skala) az SH grafikonhoz tartoz6 értékeket
mutatja.

A génexpresszid valtozasokat jol tiikrozik a poliaminszint valtozéasai (az adatokat nem mutatjuk).
Az eredmények az SMM-nek a stresszre eldkészitd, priming hatdsat mutatjak, melyek
kovetkeztében gyorsabban és haté¢konyabban tud a novény védekezni.

Az SMM-nek a hidegstressz sordn megnyilvanuld védd hatasat a hidegstressz és szamos abiotikus
stresszhatds soran jelentkezd oxidativ stressz elleni védekezésben szerepet jatszé antioxidans
enzimek aktivitdsvaltozasainak mérésével is nyomon kovettiik. Ezek az eredmények azt mutattak,
hogy mind a hidegstressz, mind az SMM kezelés dnmagéaban is megemeli a katalaz, a peroxidaz, a
glutation reduktaz és az aszkorbat peroxidaz aktivitasokat. Az SMM-mel eldkezelt novényekben
azonban a hidegstressz soran idében korabban jelentkezd (1 oOréval a hidegstressz kezdetét
kovetéen maximumot mutaté) €s a csak hidegstresszt elszenvedett novényekben tapasztaltat
meghaladé mértékii aktivitasnovekedés figyelheté meg (7. abra). Az aszkorbat-peroxidaz és a
glutation reduktaz enzimeknél az aktivitas maximuma ugyan korabbra tevddik az SMM kezelést is
kapott novényekben, az aktivitds mértéke azonban nem kiilonbozik jelentdsen a csak
hidegstressznek kitett ndvényekétdl (az adatokat nem kozoltiik).
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7. abra. Egyes antioxidans enzimek aktivitasvaltozasai a 3 hetes paradicsom névényeknél 1, 2, 3, 6, 8 és 24
oras hideg (6 °C), SMM (0.1g/L), illetve 24 o6ras SMM eldkezelést kovetd hidegkezelések hatasara a 240
(katalaz), valamint a 470 nm-nél (guaiacol peroxidaz) mért, dsszfehérje tartalomra vonatkoztatott abszorpcio

alapjan.

A paradicsom késobbi fejlodési fazisaiban vizsgalva az SMM hatésat, foliasatorban termesztett, a
fejlédési periddus soran 3-szor — a kiiiltetés utan 2, 6 és 10 héttel — 0.01g/L SMM-mel permetezett
paradicsom likopin tartalmaban emelkedés (kontroll: 20,5ug/g, SMM kezelt: 22,55ug/g friss
tomeg) volt megfigyelhetd, ugyanakkor a kezelés a termések tarolhatdsagat is javitotta. A
terméshéj rezveratrol tartalmaban azonban nem mutattunk ki szignifikans emelkedést.

Az eredményekbdl tudoméanyos didkkori dolgozat késziilt, mely eléadds formdjaban a 2013. évi
XXXI. OTDK konferencian keriil bemutatisra. Az eredményeket nemzetk6zi tudomanyos

folyoiratban is publikalni kivanjuk.



UVB stressz

Az SMM hatéasat UVB sugarzassal stresszelt Norma hibrid kukorica fiziologiai allapotat jellemzd
fiziologiai paramétereire (PS2 kvantumhasznositas, nettd fotoszintézis, sztomakonduktancia,
transpiracios rata), megallapithatd volt az SMM kismértékii, de nem minden esetben szignifikans
védo hatédsa, akar a csirdzas soran a fényretétel eldtt 72 oran at kezeltiik a szemeket 0,1g/1 SMM-
mel, akar egy nagysagrenddel kisebb koncentracidban folyamatosan a hidroponikus kulturdban
nevelt ndvények tdpoldatahoz adagoltuk. (8. abra)
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8. abra: A kukorica (Norma hibrid) valtozé floureszcencia (Fv/Fm) érték valtozasai UVB stressz soran. CL
Cont: normal megvilagitas mellett nevelt kontroll, CL SMM: normal megvilagitas mellett nevelt, a csirazas
soran 0,1g/L SMM-mel el6kezelt novények, UV cont: UV megvilagitas mellett nevelt kontroll, UV SMM:
UV megyvilagitas mellett nevelt, a csirdzas soran 0,1g/L. SMM-mel elékezelt novények

Jelentds valtozasok voltak megfigyelhetok ugyanakkor az UV-elnyelé fenoloidok, valamint az
antocianinok mennyiségében, melyek novekedését mind az SMM, mind az UV megvilagitas
onmagaban is kivaltotta. Itt is jelentkezett az SMM nagyobb nodvekedést kivaltd, gyorsabb
valaszreakciot eredményez6 hatasa az UV megvilagitas korai periddusaban (9. ébra).

Tanulményozva az SMM hatasat az antioxidans véddé enzimek aktivitasara, megfigyelhetd volt,
hogy a 3 hetes UV megvilagitds dnmagéaban is ndvelte az aszkorbat peroxiddz, kataldz és a
glutation reduktaz aktivitdsokat, amit az SMM kezelés tovabb fokozott. Ugyanakkor a glutation S-
transzferaz enzim aktivitasa mind az UV kezelés, mind az SMM-mel kombinalt UV kezelés
hatdsara csokkent a normal fényen nevelt kontroll novényekben mért aktivitashoz képest. Tovabbi
érdekes megfigyelés, hogy az SMM kezelés Onmagiban okozta a legjelentésebb, 2-5x
aktivitdsnovekedést valamennyi vizsgalt enzim, koztiik a glutation-S-transzferdz (GST) esetében is.
A GST gének nagy szdma ¢és differencidlis expresszidja, valamint a koédolt enzimek sokiranyu
fiziologiai funkcidja miatt azonban ennek tisztazasa tovabbi vizsgalatokat igényel. A GSTI1
aktivitasvaltozasai pontosabb iddrendjének, valamint a génexpresszid szintli valtozasainak
feltarasara irdnyuld kisérletek jelenleg is folyamatban vannak. Ebben a témakdrben elért
eredményeink publikéalasa 2013-as év soran varhaté nemzetkozi folyodiratban.



Kukorica szarabél kivont antocianinok elnyelése 530 nm-en mérve
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9. dbra: Az SMM elokezelés hatasa kukorica (Norma hibrid) szarbol kinyerheté antocianin tartalmanak
valtozasaira normal fényen, valamint az UVB megvilagitas hatasara az 530 nm-nél mért extinkciovaltozasok
alapjan. KO: normal megvilagitas mellett nevelt kontroll; KS: normal megvilagitas mellett nevelt, a csirazas
soran 0,1g/L SMM-mel el6kezelt novények; UV: UV megvilagitds mellett nevelt novények; US: UVB
megvilagitas mellett nevelt, a csirdzas soran 0,1g/L SMM-mel el6kezelt ndvények. A mérések 10, 17 és 24
napos korban torténtek.

Az SMM hatasa a biotikus stresszekkel szembeni tolerancidara
Tomato Spotted Wilt Virus (TSWYV) fert6zés

Paradicsom csirandvényeken a Tospovirus genusba tartozd negativ szali RNS virus, a TSWV
fert6zése soran tanulmédnyoztuk az SMM kezelés hatasat a virusfert6zés tiineteinek és fiziologiai
kovetkezményeinek megnyilvanuldsara, valamint a ndvényen beliili viruskoncentracidora. A
hidroponikus kultaraban nevelt 2 hetes csirandvényeket (Kecskeméti K3) 1 napos, 0,01g/L SMM
kezelést kovetden fertdztik TSWV-t tartalmazd inokulummal. A fertdzések 15 napos korban
torténtek, melyeket kdvetden 1, 2 és 3 hét elteltével (22, 29 €és 36 napos korban) tértént a hatdsok
monitorozasa. Ezek soran a fiziologiai allapotot jellemzé Fv/Fm értékeken, illetve a stresszvédd
anyagok keletkezését és a stresszeltségi allapotot 440, 520, 690 ¢és 740 nm-en leképezési
technikdval mért fluoreszcencian kiviil vizsgaltuk az 0Osszes fenoloid- és antocian-tartalmat,
valamint a viruskoncentraciét DAS-ELISA technikaval.

A stresszorok hatasanak korai jelzésére alkalmas kék/voros (F440/F690) és kék/tavoli vords
(F440/F740) fluoreszcencia aranyok érzékenyen reagaltak a kornyezeti valtozasokra és hamar
jelezték a stresszvédd anyagok szintézisét, valamint a fotoszintetikus funkciok modosulédsat. A két
arany a kisérlet soran hasonldan valtozott, de a 440/690 arany valtozasai intenzivebbek voltak. Az
aranyértékek a fertdzést kovetden 1 héttel nem mutattak nagy kiilonbséget, 14 nap utan viszont az
SMM-el6kezelés hatasara jelentdsen ndvekedtek, kivéve a fertdzott novényeket, ahol mindkét
aranyban csokkenés volt megfigyelhetd, feltehetben a fertézés okozta szoveti degradaciod
kovetkezményeként. Harom héttel a fert6zést kovetden az F440/F690 aranyban a fertézés hatasara
ugyancsak erds csokkenés kovetkezett be, amelyet azonban az SMM jol lathatoan mérsékelt: az



értekek kozelebb maradtak a kontroll csoportokéhoz (10. abra). Hasonld tendencidk figyelhet6k
meg a levelek antocianin tartalmanak valtozasaiban a ndvénybdl extrahalt antocianinok 530 nm-nél
mérhet extinkciovaltozasai alapjan (11. ébra).

A voros/tavoli voros fluoreszcencia aranyban (F690/F740), mely az in situ klorofilltartalom inverz
jelzdje, a fertdzés késobbi fazisaban (14, illetve 21 nappal a fert6zés utan) a nem fertdzott (kontroll,
csak a fertozéshez hasonldé mechanikai sériilésnek kitett vak kontroll, az SMM-kezelt és SMM
kezelt vak kontroll) csoportok kozott gyakorlatilag nincs kiilonbség. A fert6zott palantak leveleiben
elébb enyhe, 3 héttel a fertdzést kdvetden pedig jelentds klorofilltartalom csokkenés figyelhetd
meg. Az SMM védé hatasa azonban itt jol kimutathatd; jelentésen mérsékli a klorofilltartalom
csokkenését (10. abra).

F440/F690 és F690/F740 értékek valtozasa SMM-kezelés és TSWV-
fert6zés hatasara paradicsomnal
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10. abra: SMM hatasa a TSWV virussal fertézott paradicsom ndvények fluoreszcencia emisszios
paramétereinek valtozasaira. KO: kontroll; KS: 0,01 g/ SMM-mel eldkezelt ndvények; VK: vak kontroll (a
fertézést imitaldé mechanikai sériilés, viruspartikulumok nélkiil); VS: 0,01 g/ SMM-mel eldkezelt vak
kontroll novények; FE: TSWV-fertézott novények; FS: 0,01 g/ SMM-mel elkezelt TSWV-fert6zott
novények. A fertézések 15, a mérések 22, 29 és 36 napos korban, vagyis 1, 2 és 3 héttel a fert6zést kovetéen
torténtek.



Atlagos antociantartalom paradicsom levelében TSWV-fert6zés és
SMM-kezelés mellett, 530 nm-en mérve
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11. abra: Az SMM hatasa paradicsom novények antocianin tartalmara az 530nm-nél mért
extinkciovaltozasok alapjan. KO: kontroll; KS: 0,01 g/L SMM-mel elékezelt novények; VK: vak kontroll (a
fertdzést imitald mechanikai sériilés, viruspartikulumok nélkiil); VS: 0,01 g/ SMM-mel elékezelt vak
kontroll novények; FE: TSWV-fertézott novények; FS: 0,01 g/ SMM-mel el6kezelt TSWV-fert6ézott
novények. A fertézések 15, a mérések 22, 29 és 36 napos korban, vagyis 1, 2 és 3 héttel a fert6zést kovetéen
torténtek.

A TSWV fertézés mértékének meghatarozasat célz6 DAS-ELISA vizsgalatok eredményei alapjan
elmondhat6, hogy a fert6zést kovetd 14. napon, amikor a tiinetek vizudlisan is jol lathatok
(megjelennek a makroszkopos tiinetek, szisztemizalodik a virusfertdzés), az SMM kezelés még
nem okozott jelentds kiilonbséget a viruskoncentracidban egyik levélemeleten sem. Ezzel szemben
21 nappal a fertdzést kdvetden a 3. és 4. levél esetében az SMM kezelés hatdsara mar alacsonyabb
volt a viruskoncentracio.

Mindezeket Osszegezve megallapithatjuk, hogy a fert6zés elétt egy nappal alkalmazott SMM
kezelés hatisa legerdsebben csak a fert6zést kovetd 21. napon, ill. azt kdvetden jelentkezik,
valdszinileg a ndvény védomechanizmusainak elOsegitése révén, amelyek feltételezhetden
kozvetve vagy kozvetleniil hatnak a virusreplikaciora, illetve a virionok ndvényen beliili terjedésére
(12. abra).
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héttel a fertézés utan (36 napos névények) az ELISA teszttel mérhetd abszorpciovaltozasok alapjan (405
nm-en mérve).

A valtozéd fluoreszcencia (Fv/Fm) értékek valtozasai is alatdmasztjak a fentieket. Egy héttel a
fertdz¢s utan a 22 napos novényeknél gyakorlatilag nem kiilonboztek a mért értekek, jelezve, hogy
a fert6zés még nem szisztemizalddott. Két héttel a fertézést kdvetden, a kontrollhoz képest minden
verzidban szignifikdnsan alacsonyabb értékeket mértiink. 3 héttel a fertéz¢és utan a virus mar erdsen
szétterjedt a novényekben €és ennek megfeleléen az Fv/Fm értékeikben erds csokkenés volt
tapasztalhatd. Ezt a csokkenést az SMM-eldkezelés jelentdsen mérsékelte. Ez a stresszre felkészitd
hatas kimutathato volt a fertdzéshez hasonldé mechanikus sériilésnek kitett, de nem fertdzott vak
kontroll ndvények esetében is (13. abra).

Az SMM védelmi potencial kialakitdsdban betoltott szerepének tanulmanyozédsa kapcsan
kidolgoztunk egy egyszerti, vékonyréteg-kromatografias elvalasztason és a Dragendorff-reagenssel
lathatova tett tomatin foltnak pasztazo spektrofotométerrel torténd kiértékelésén alapuld analitikai
eljarast a paradicsom novény egyik glikoalkaloidjanak, a foleg a biotikus stresszorokra adott
stresszvalaszban jelentds tomatinnak kimutatisara ¢és mennyiségi meghatirozasara. Kisérleteink
soran azonban a novények tomatinszintjében sem az SMM-kezelést, sem a fert6zést, sem pedig az
SMM-kezelést kovetd fertdzés soran nem sikeriilt szignifikdns valtozast kimutatni (az adatokat
nem mutatjuk).



Fv/IFm atlagértékek valtozasa SMM-kezelés és TSWV-fert6zés hatasara
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13. dbra: Az SMM hatasa a PSII maximalis kvantumhatékonysagat jellemzé Fv/Fm paraméter valtozasaira
paradicsom névény TSWW fert6zése soran. KO: kontroll; KS: 0,01 g/L SMM-mel el6kezelt novények; VK:
vak kontroll (a fertézést imitald mechanikai sériilés, viruspartikulumok nélkiil); VS: 0,01 g/ SMM-mel
el6kezelt vak kontroll névények; FE: TSWV-fertézott novények; FS: 0,01 g/l SMM-mel elékezelt TSWV-
fert6zott novények. A fertézések 15, a mérések 22, 29 €s 36 napos korban, vagyis 1, 2 és 3 héttel a fert6zést
kdvetden torténtek.

A fenti eredményeken alapuld publikacid megirdsa folyamatban van, melyet 2013 folyaman
nemzetkozi folyoirathoz szandékozunk benytjtani.

Maize Dvarf Mosaic Virus (MDMYV) fertozés

Az SMM biotikus stresszvédelemben megnyilvanulo hatasanak tanulméanyozéasa soran az MDMV
fertézésre fogékonynak bizonyult Jubilee csemegekukorica 10 napos, hidroponikus kultiraban
nevelt csirandvényeit, valamint azonos kort, SMM-mel el6kezelt (a nevelés soran 24 6raig SMM-
et tartalmazé taptalajon tartott) csirandvényeket mechanikus bedorzsoléssel fertéztink MDMV
virussal. A fertdzés tiineteinek megjelenését, valamint az SMM hatasat a biotikus stressz soran
megnyilvanuld novényi valaszreakciokra fluoreszcencia indukcids és leképezéses vizsgalatokkal
kovettik nyomon a fertézés korai szakaszdban. A fertdzés késObbi szakaszaban DAS-ELISA
teszttel hatdroztuk meg a virusmennyiséget a kiilonb6z6 kort levelekben.

Az SMM kezelés hatasara a korabbi kisérletekhez hasznalt Normahoz hasonléan a Jubilee
csemegekukoricanal is javulast tapasztaltunk a novény fiziologiai allapotat jellemz6 fotoszintetikus
paraméterekben (klorofilltartalom, Fv/Fm érték, 14. 4dbra), valamint a stresszvédelemben szerepet
jatsz6 fenoloidok szintézisében. Az MDMYV fertdz¢és hatasara a novény védekezési reakcidjaként
ugyancsak megemelkedtek a szintetizalédd fenoloidok emisszidjabol adodo 440 és 520 nm-es
fluoreszcencia értékek (az adatokat nem mutatjuk). A klorofill koncentracidé azonban jelentésen
csokkent a virusfertézott novényekben (a 690/740 arany nétt). Ez a virusfertézés nagyobb
mértékének tulajdonithatd, ami egyben a fotoszintetikus funkcidk és a fotoszintetikus apparatus
jelentdsebb karosodasat okozta (14. abra).
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14. abra: Az SMM hatasa Jubilee csemegekukorica klorofilltartalmanak valtozasaira az MDMV
virusfertézés soran. A: a 690 és 740 nm-en mért fluoreszcencia értékek aranya; B: a klorofilltartalom
valtozdsa (80 %-os acetonos kinyerés utan 663,6 és 646,6 nm-en mért elnyelési értékekbdl szamitva,
egységnyi levélfeliiletre vonatkoztatva). Kontroll+SMM: 0,001 g/I. SMM-mel kezelt, nem fert6zott
novények; fertdzott: MDMV-fertdzott ndvények; fert6zott+SMM: 0,001 g/ SMM-mel elékezelt MDMV-



fert6zott ndvények. Az SMM-kezelések 9 napos, a fertdzések 10 napos, a mérések 17, 24 és 31 napos
korban, vagyis 1, 2 és 3 héttel a fert6zést kdvetden torténtek.

Az SMM el6kezelés hatasaként a fert6zott novények leveleiben magasabb klorofilltartalom volt
mérhetd, mint a fertézott novények megfeleld leveleiben, ami a névény jobb altalanos fiziologiai
allapotara, jobban miikodd, épebb fotoszintetikus apparatus jelenlétére, kisebb mértéki
fertozottségre, egyben kisebb mértékii stresszeltségre utal. Ezt tdmasztjak ald a ndvény fiziologiai
allapotat a fotoszintetikus aktivitas alapjan jellemzo fluoreszcencia indukcids vizsgalatok, valamint
a fluoreszcencia leképezés adatai és a virusfertozottség mértékét demonstraldé ELISA teszt
eredményei, mely utobbi kettét Ludmerszki et al. (Acta Biol Szegediensis 55(1) 109-112, 2011)
cikkében publikaltuk

Megvizsgalva az SMM kezelés hatdsat a fert6zést kovetden beinduld védekezési reakcidkban
szerepet jatszo S-adenozilmetionin szintdz (SAMS) expresszidjara megallapitottuk, hogy a fertézott
novényekben jelentds valtozas tapasztalhaté a gén expresszigjat illetden (15. abra). Ellentétben a
fertézott novényekben detektdlhatd valtozasokkal, ahol a fertdzés eldrehaladtaval csokken az
expresszioja, az SMM eldkezelt fertézott novényekben az eldkezelés az S-adenozilmetionin szintaz
génexpresszidjanak a magas szinten tartasat, s6t mi tobb, folyamatos emelését eredményezte. Mivel
az S-adenozilmetionin koézponti szerepet tolt be stresszvédd hormonok és egyéb S-tartalmu, a
stresszvédelemben kozvetlen, vagy kozvetett szerepet betdltd metabolitok szintézisében, az SMM
hatdsara bekovetkezd génexpresszid novekedés jelentésen hozzdjarulhat az SMM sokiranyt
stresszvédo szerepének kialakitasahoz.
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15. abra: Az S-adenozilmetionin szintaz (SAMS) gén expresszidjaban tortént valtozasok a kezelést kovetd
hetek soran, a kontrollhoz szazalé¢kdban. A folyamatos vonal a fertdzott névények, mig a szaggatott vonal a
fert6zott és SMM-kezelt novények génexpresszios valtozasanak trendjét mutatja. Jelolések: kontroll+SMM:
0,001 g/L SMM-mel kezelt, nem fert6zott novények; fertézott: MDMV-fert6zott novények; fertézott+HSMM:



0,001 g/L SMM-mel elokezelt MDMV-fert6zott novények. Az SMM-kezelések 9 napos, a fertézések 10
napos, a mérések 17, 24 és 31 napos korban, vagyis 1, 2 és 3 héttel a fertézést kdvetden torténtek.

Az SMM hatasa a mikorrhiza kolonizaciora

Az SMM hatasat a kukorica mikorrhiza-kolonizaciojara az European Bank of Glomeromycota
torzsgytjteménybdl szarmazé Glomus mosseae és Glomus intraradices mikorrhiza-inokulumok
felhasznaldsaval vizsgaltuk. Tobb egymast kdvetd kisérleti beallitds soran a ndvényeket atlagosan
12, illetve 22 napig neveltik homok:perlit 1:1 ardnya keverékén, iiltetéskor és a novények
nevelésekor a foszfortartalomban 1/10-ére csokkentett Long Ashton oldatot alkalmazva.

Az eredmények alapjan (melek részleteit itt nem mutatjuk) latszik az SMM-nek a kolonizacid
mértékére kifejtett hatasa. A mikorrhiza egyfajta ,,stressz-puffer” adaptacioként a ndvényeket érd
stressz sokféle formdaja esetén képes védohatast kifejteni, élettani szerepe igen Osszetett €s a
genomban is alapvetden szabalyozott. A gazdandvény képes befolyasolni, szabdlyozni a
kolonizacié mértékét és léteznek bizonyos élettani helyzetek, amelyek soran a ndvények
mikorrhiza iranti igénye megnd. Ezen ¢élettani helyzeteket kivalthatjak bizonyos stresszfaktorok, pl.
tdpanyaghidny, szdrazsag, stb. Az SMM, mint stresszvédd agens, csokkentheti a novényt érd
stressz mértékét, ezért indirekt modon befolydsolhatja a novény mikorrhiza irdnti igényét is.
Elképzelhetd a poliaminok mennyiségének, ill. ardnyanak megvaltozasan keresztiil torténd
befolyésolas, amelyet korabbi eredményeink is aldtdmasztanak (Paradi és mtsai. Biol. Plant. 46:
563-569, 2003).

A palyazati munka teljesitését tobb tényezd is nehezitette, elsdsorban az UV kezelést biztositd
megvilagitd kamra technikai problémai. Ez kényszeritett minket arra, hogy a palyazat
futamidejének féléves meghosszabbitasat kérjiik. Ennek kdvetkezménye az is, hogy publikacidink
most ezekben a hetekben, illetve honapokban keriilnek bekiildheté allapotba. Jelenleg 3
folyoiratcikk van kevéssel az elkiildve statusz el6tt. Palyazatunk teljesitésének redlis értékelése e
cikkek megjelenése utan lehetséges. Ezért kérjiik, hogy a végleges értékelésre 1-1,5 év multan
kertilhessen sor.



