NOVENYTERMELES 74 (2025) 4 81-90

Napraforgo hibrid tartalék fehérjéinek vizsgalata
MALDI-TOF MS késziilékkel

KRISTO ATTILA
Debreceni Egyetem, Kerpely Kialman Doktori Iskola, Debrecen

Osszefoglalas

A hibrid vetdmagok sikeres el6illi tisinak egyik alapfeltétele a szil6vonalak és
hibridjeik genetikai homogenitidsinak biztositdsa. Ezt laboratoriumi modszerekkel,
példiul fehérjemarkerek, izoenzimek €és molekularis markerek, valamint szint6foldi
vizsgdlatokkal lehet meghatirozni. A MALDI-TOF MS (maitrix-asszisztilt 1ézeres
deszorpcits/ionizicios repiilési id6 tomegspektrometria) kiilonosen alkalmas lehet a
vetdmagok genetikai homogenitisinak vizsgidlatira, mivel minden minta egyedi
sfehérje ujjlenyomatat” megkaphatjuk az m/z értékek és a cstucsok intenzitdsinak
kimutatasa alapjan. A fehérjék a tomegspektrumban jellemz6 csucsok formdjiban
jelennek meg, és jelenlétik vagy hidnyuk alapjain kovetkeztethetink a mintdk
homogenitisira. A MALDI-TOF el6nye, hogy gyorsan és megbizhatéan detektdlja a
fehérjéket, még komplex mintikban is, és a mérési paraméterek - relati v intenzitas,
abszolut intenzitds, jel/zaj ardny, rezolucio, csucs alatti terilet - lehet6vé teszik a
spektrum mindségének objektiv értékelését. Homogén vetdmagok esetén a
spektrumok szinte azonos cstcsokkal és intenzitisokkal jelennek meg, mi g heterogén
mintdk eltéré cstcsmintidzatot mutatnak, igy ez a technika gyors, érzékeny és
reprodukalhatd, lehet6vé téve a markerfehérjék monitorozasat, a spektrumok
osszehasonli tasat és a genetikai homogenitis pontos meghatarozasat.
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Analysis of reserve proteins in sunflower hybrids
using a MALDI-TOF MS device

A.KRISTO
University of Debrecen, Kerpely Kalman Doctoral School, Debrecen

Summary

One of the basic for the successful production of hybrid seeds is ensuring the genetic
homogenity of the parental lines and their hybrids. This can be assessed using
laboratory methods, such as protein markers, isozymes, and molecular markers, as
well as field tests. MALDI-TOF MS (matrix-assisted laser desorption/ionization time-
of-flight mass spectrometry) is particularly suitable for examining the genetic
homogenity of seeds, as it allows obtaining a unique “protein fingerprint” for each
sample based on the detected m/z values and peak intensities. Proteins appear as
characteristic peaks in the mass spectrum, and their presence or absence can be used
to infer the uniformity of the samples. The advantage of MALDI-TOF lies in its ability
to rapidly and reliably detect proteins, even in complex samples, while measurement
parameters - relative intensity, absolute intensity, signal-to-noise ratio, resolution,
and peak area - allow an objective evaluation of spectrum quality. In homogeneous
seed samples, spectra display nearly identical peaks and intensities, whereas
heterogeneous samples exhibit differing peak patterns. Thus, this technique is fast,
sensitive, and reproducible, enabling the monitoring of marker proteins, comparison
of spectra, and precise determination of genetic homogenity.

Keywords: sunflower, homogeneity, MALDI-TOF MS

Bevezetés

A kereskedelmi forgalomba keriild hibrid vetémagok sikeres el6alli tisinak
egyik alapfeltétele a sziilGvonalak és hibridjeik genetikai homogenitasinak
biztosi tasa. Ennek pontos meghatirozasara laboratériumi (fehérjemarkerek,
izoenzimek, tartalékfehérjék és molekularis markerek) é€s szantofoldi
(morfoldégiai, fenologiai) modszerek egyarant alkalmasak (Vikolic et al. 2008).
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A felhasznalhaté modszerek soraban a MALDI-TOF (matrix-asszisztalt 1ézeres
deszorpcids/ionizicits reptiési id6 tomegspektrometria) ti pusi tomegspektrométer
egy specidlisan mikrobiolégiai mintak fehérjealapy, gyors azonositasira
szolgalo miiszer. A MALDI-TOF egy olyan gyors, érzékeny €s pontos analitikai
modszer, amelyet egyre szélesebb korben alkalmaznak mezdgazdasigi és
€élelmiszeripari mintak vizsgalatara is (Bojté 2022).

A technika alkalmazhat6 Gsszetett mikrobidlis kozosségek elemzésére is,
ami segit feltirni a novényekkel és egymdssal valé kolcsdnhatdsaikat.
Nemzetkdzi torekvés zajlik a tomegspektrometrids adatok nyilvanos adatbazisba
rendezésére, ami el6segi tené a MALDI-TOF MS univerzilis hasznalatit a novényi
koérokozok azonosi tisiban (Aamad et al. 2012). Az 1,5-diaminonaftalin (DAN)
kivalo matrixként szolgal a MALDI tomegspektrometriaban az ép klorofillok
és szarmazékaik pontos azonositisira, mert minimalis a fémion-vesztés és
fragmentacio. Ez a médszer lehet6vé teszi a klorofill természetes lebomlasanak
nyomon kovetését, példaul szari tott tealevelekben, tovabba alkalmas illegalis
novényi olaj Gjrazoldi tési gyakorlatok kimutatisira is (Calvano et al. 2015).
A Rhizobiaceae csalad hirom nemzetségét (Rhizobium, Ensifer, Shinella)
olyan baktériumok alkotjak, amelyek kozott patogén, szimbionta €s szaprofita
fajok is vannak. Ezek azonositidsa hagyomanyos modszerekkel nehéz, ezért
alternativ, gyors és megbizhatd eljardsok szikkségesek. A MALDI-TOF MS
technika alkalmassagat vizsgiltak a fajok pontos elkilonitésére és az
adatbazis bovi tésére. A modszer 100%-0s pontossiggal azonosi totta az izolalt
torzseket, igy kivilo eszkoz lehet nagy mennyiségl rizobium izolatum
azonosi tisara okologiai és taxonomiai kutatisokban (Ferreira et al. 2011).

Az élelmiszer csalasok egyre bonyolultabba vildsival egyre nagyobb
sziikkség van gyors, megbi zhato és koltséghatékony analitikai modszerekre az
€lelmiszer-ellen6rzésben. A MALDI-TOF MS technika ezen igényeknek jol
megfelel, mivel egyszertien haszndlhato, gyors adatgytjtést tesz lehet6vé, és
még Osszetett mintdkbdl is pontos eredményeket ad. Ezt a médszert sikeresen
alkalmazzak kulonbozé élelmiszerek, példaul tejtermékek, olajok, halak,
husok, gyimolcsok és zoldségek mindségének vizsgilatira és hamisitisok
kimutatisira (Zambonin 2021). Az extra szliz olivaolaj hamisitisa mas
novényi olajokkal vagy alacsonyabb mindségli olivaolajokkal gyakori
probléma. Egy gyors, MALDI-TOF MS alapu tdmegspektrometrids modszert
fejlesztettek ki az olaj hamisi tasinak kimutatdsira, amely képes mar 1%-os
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hamisi tast is érzékelni. Ez a modszer hatékonyabbnak bizonyult a hagyomdnyos
spektrofotometrids eljarasokndl, és sikeresen alkalmazhat6 kiilonbo6z6
foldrajzi régiokbdl szarmazé mintak vizsgidlatira is (Jergovic et al. 2017).
Kilonbozo novényi olajok dsszetételének vizsgalatindl a MALDI-TOF gyors €s
megbi zhat6 informacioét ad a zsi rsav-Osszetételrdl (Schiller et al. 2002).

A kukorica gyokereinek fehérjedsszetételét vizsgaltak foszforhianyos és
normdl korilmények kozott, hogy jobban megértsék a novények alacsony
foszforszinthez valo alkalmazkodasit. A foszfitstressz hatdsira a fehérjék
mintegy 20%-anak mennyisége legalabb kétszeres mértékben viltozott, a
MALDI-TOF MS mddszerrel 106 eltérd expresszidju fehérjét azonosi tottak.
Ezek a fehérjék tobbek kozétt a fitohormon-termelésben, a szén- €s
energiatermelésben, a fehérje-anyagcserében, a jelatvitelben, a sejtciklusban
és a védekezési mechanizmusokban jitszanak szerepet. Az eredmények
szerint ezek kulcsfontossaguak a foszforhidny érzékelésében és az ahhoz valo
alkalmazkodasban, és alapot adhatnak a névényi foszfor-anyagcsere tovabbi
genetikai vizsgilataihoz (L7 et al. 2007). Négy bio napraforgdméz mindségi
fizikai-kémiai paramétereit, mikrobioldgiai biztonsigiat és antibakterilis
hatasat vizsgalta. A mikrobiolégiai izolatumokat MALDI-TOF MS maddszerrel
azonosi tottak. Az eredmények szerint a mézek megfelelnek a nemzetkozi
mindségi el6i rasoknak, mikrobioldgiai szennyezddés nem volt kimutathato,
és mind az 6t vizsgalt baktériumtorzs esetében erés gatld hatast mutattak 40-
100%-0s mézkoncentriacidoban. Ez megerdsiti az organikus napraforgéméz
hatékony antibakteridlis tulajdonsagait (Milosavijevic et al. 2021). A
napraforgé- és olivaolaj hohatas (180 °C, 6 O6ra) alatti triacil-glicerol
oxidacigjat vizsgaltik MALDI-TOF MS modszerrel, a polaris és nem poldris
komponensek kromatografids szétvilasztasit kovetben. Ez a kombinicio
javitotta az oxidalt vegylletek kimutathatosigit, megsziintette az
ionelnyomast, és lehet6vé tette kisebb mennyiségben jelen 1év6é oxidacios
termékek detektalasat is. Az eljaras gyors, érzékeny é€s specifikus eszkozt nyujt
a novényi olajok héoxidacidjanak értékelésére (Picariello et al. 2009).

MALDI-TOF MS modszerrel vizsgiltik a buzdahoz tarsult baktérium-
izolatumok sokféleségét, 138 minta teljes sejtkivonatinak elemzésével. A
tomegspektrumok alapjan kapott klaszterezés Osszhangban volt a
génszekvencia-elemzéssel, amely Pseudomonas, Pantoea, Acinetobacter,
Enterobacter és Curtobacterium nemzetségek jelenlétét mutatta. A MALDI-
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TOF teljes sejtes profilozas finomabb torzsszinti elkiiloni tést is lehetdvé tett,
igyigéretes eszkoz a baktériumok gyors €s részletes azonosi tisiban (Stets et
al. 2013). MALDI-TOF MS technikat alkalmaztak izoflavonok azonosi tisiara
sz6ja mintakban. A 2,5-dihidroxi-benzoesav (DHB) matrix bizonyult a
legalkalmasabbnak, amely j6 ismételhetOséget biztositott. Az izoflavonok
foként protonalt formiban ionizdlodtak, és a modszerrel 2 perc alatt
készi thetd el az izoflavon profil. A médszer hatékony eszkoz a széja termékek
izoflavonjainak azonosi tasira és feldolgozasi valtozasaik vizsgdlatira (Wang
és Sporns 2000).

MALDI-TOF MS segi tségével azonosi tottak fajtaspecifikus fehérjéket japan és
kanadai bizalisztekbsl, tobb mint 1600 fehérjepont elemzésével. Kozilik 25
fehérje bizonyult fajtaspecifikusnak, ezek a specifikus fehérjék alkalmasak
markerként a buzafajtik azonosi tisira kevert lisztmintikban (Yahata et al.
2005). Egy optimalizilt mintapreparaldsi modszert a nagy molekulatomeg glutenin
alegységek gyors €és pontos azonositisira szintén MALDI-TOF MS segi tségével
dolgoztak ki. Az eljaris stabil tomegspektrumokat és molekulatbmegeket biztosi t
kilonbozd bizafajtakbdl szairmazo alegységekhez. Ez a mddszer igéretes eszkoz a
gabonafehérjék szerkezeti és funkciondlis kutatasihoz (Zhang et al. 2008). A
szgjatej feldolgozasa sordn a h6allo baktériumok miatt a termék sterilizaciot igényel,
ami azonban rontja a textirat és az i zt. A textira keményedése homérséklettiiggd,
magasabb hokezelés (110-121 °C) jelentdsen noveli a keménységet, mig
alacsonyabb homérséklet (85 °C) nem. A 6 szennyezd baktériumok a Bacillus,
Clostridium, Lysinibacillus és Brevibacillus nemzetségek. Tobbek kozott
MALDI-TOF MS technika segi tségével megallapi tottik, hogy a levegdnek kitett
feliiletekrol szirmazik a legtobb nem sporaképzd baktérium, mi g a nyersanyagok €s
feldolgozasi segédanyagok ho6allé baktériumokat juttatnak be, melyek
biofilmet képezve tartds szennyezddést okoznak (Zhao et al. 2021).

Anyag és médszer

A genetikai homogenitas meghatarozas el6tt extrakcios ki sérleteket végziink,
tobb napraforgdszembdl késziilt un. atlagmintaval. Ezek alapjan hatarozzuk
meg, jeloljik ki a vizsgalt napraforgé minta genetikai vonalara jellemz6
marker fehérjéket. Az extrakcios ki sérletek célja egyrészt az, hogy minél tobb
informaciot kapjunk a vizsgalt napraforgo vonalrdl €s hibridrdl, minél tobb
fehérje csucsot azonosi tsunk az extraktumok tomegspektrumaban. Masrészt
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meg kell talilnunk azokat a marker fehérjéket, amelyeket a genetikai
homogenitas vizsgilata sorin monitoroznunk kell. Az el6ki séreltek alapjin
valasztottuk ki a genetikai homogenitas vizsgalathoz alkalmazandé extrakcios
eljarast is (Bojté 2022). Nincs univerzalisan alkalmazhaté mintael6készi tési
modszer (Kussmann et al. 1997).

A mintakat a Debreceni Egyetem laboratoriumaban egy Autoflex Speed
tipusi MALDI-TOF-TOF spektrométerrel vizsgiltuk. Az eredmények
kiértékelése FlexAnalysis szoftverrel tortént, amely biztosi totta a zajsziirést,
alapvonal korrekci6t €s a cstcsintenzitisok elemzését.

Eredmények és értékelés

A genetikai homogenitas vizsgalatihoz meg kell hatirozni az adott tételekre
jellemz6 fehérjeprofilokat. Ezek alapjan markerfehérjéket azonositunk,
amelyek jellemzd tomegszamu csucspirok formdjiban jelennek meg. E
csucsok jelenléte vagy hianya alapjan kovetkeztettink a vizsgalt mintak
genetikai homogenitasara.

A tomegspektrométeres mérés eredménye a tomeg/toltés arany (m/z)
szerint dbrazolhatd. Az X-tengely az m/z értékeket mutatja, amelyek a
detektalt ionok tdmegére utalnak, i gy meg tudjuk hatarozni, mekkora tomegi
molekuldk, példaul peptidek vagy fehérjék, illetve azok fragmentumai vannak
jelen a mintaban. Mivel az ionok altalaban egyszeresen toltottek, az m/z
értékek gyakorlatilag megegyeznek a fehérjék tényleges molekulatdmegével
daltonban (Da). A Y-tengely az intenzitast jelzi tetsz6leges egységekben (a.u.),
vagyis azt, hogy az adott m/z értékhez hany iont detektaltunk, tehat mennyi
van beldle a mintiban. A spektrumban talilhaté csticsok a kilonbozd
molekulik jelenlétét tiikrozik.

A spektrumon gyakran megjelennek zajos jelek, amelyek nem valodi ionokra
utalnak. Ennek oka lehet az elektromos zaj a detektorban, hattéranyagok,
példaul oldoszerek vagy sok jelenléte, mérési instabilitds, vagy a minta
elSkészi tése soran bekertlt szennyezddés. A zaj apro, szabalytalan csucsok
formajaban jelenik meg, amelyek nem kapcsolhatok konkrét molekulikhoz.
A valddi jelek ezzel szemben élesek, magasak €s ismételhetSek egy adott m/z
értéknél, mig a zaj szabdlytalan, alacsony intenzitisu €és nem jol definialt
csucsformaji. Minden vetémagbol kapott spektrum egyedi fehérje
ujjlenyomatot” ad, amely az m/z értékekbdl és azok intenzitisibdl all. Ha a
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vetdmagok homogének, a spektrumok nagyon hasonldak lesznek, szinte
azonos csucsokkal és intenzitisokkal, mig a heterogén mintik esetén a
spektrumok eltérnek, ami a valtozatossiagra utal. Egy adott cstcs jelenléte
vagy hidnya jelzi a genetikai kiilonbségeket, mi g a cstcsok relati v intenzitasa
tovabbi informaciot nyjt a valtozatossag mértékérdl.

A cstucslistaban szerepldé mérési paraméterek a mérés mindségérdl és a
csucsok jellegér6l adnak tovabbi informiciot. A Rel. Intens. (%) a
legintenzivebb cstucshoz viszonyitott szazalékos érték, ami a csucs
dominanciajat jelzi. Az Intens. a detektalt ionok abszolut szamat jelenti. A S/N
a jel/zaj aranyt adja, tehdt minél magasabb, annil megbi zhatobb a cstcs. A
Res. (rezolucid) a csucs €lességét és elkiiloni thetGségét jelzi, mig az Area, a
csucs alatti teriillet, a jel teljes mennyiségét mutatja, figyelembe véve mind a
magassagot, mind a szélességet. Ezek az adatok egytitt lehet6vé teszik a spektrum
mindségének és a mintak homogenitasinak megbi zhato6 értékelését.

A vizsgalt napraforgd hibrid fehérje ujjlenyomata (1. dbra) a 2 000-22 000
m/z tartomanyban szimos, jol elkiiloni thetd csicsot tartalmaz.

1. dbra. Napraforgo hibrid fingerprintje
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Figure 1. Sunflower hybrid fingerprint
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Osszesen mintegy 100 relevins jel azonosithat6 a cstcslista alapjin (1.
tdbldzat - a nagy terjedelem miatt csak részlegesen megjeleni tve), amelyek
kozil tobb kiemelked6en magas intenzitist mutat.

1. tablazat. Az ot legjelentdsebb csiics csticslistdja

m/z (Da) Rel. Int. (%) Intensity S/N Res. Area
5825,7 100 7513,94 26,7 949 74 894
7520,8 99 7475,51 31,1 955 87 480
9052,7 83 621145 29,9 706 229795

11 649,2 80 5978,08 454 688 225 827
51959 67 5065,70 17,3 729 51386

Table 1. Top five most significant peaks

A legdomindnsabb cstcsok a 4527,3; 5195,9; 5825,7; 7520,8; 8878,7;
9052,7; 11 649,2 és 17 755,6 m/z értékeknél jelentkeztek, koziilik a 5825,7 és
7520,8 m/z csucsok kozel 100%-o0s relativ intenzitdssal vannak jelen, mig a
9052,7 m/z 83%-0s relati v intenzitasa.

A csucsok jel/zaj ardnya (2-59), a rezolicié (>500 a legtobb csticsndl) a
mérés jo mindségét jelzi. A spektrum dinamikatartomanya széles, a dominans
csucsok intenzitasa tobb nagysagrenddel haladja meg az alacsonyabb jelekét.
A csucsok €lessége, valamint a hattérjel minimailis jelenléte egyértelmiien a jo
mintaelbkészi tésre és stabil ionizaciora utalnak.

Kovetkeztetések

A spektrum alapjan a vizsgalt minta jol meghatarozott, karakteres fehérje-
ujjlenyomattal rendelkezik, amely alkalmas Osszehasonlité faj- vagy
fajtaszinti azonositasra, illetve a homogenitas vizsgalatara. A 5-12 kDa
(=m/z értékek) kozotti f6 markerek (pl. 5826, 7521, 9053,11649 Da) ésa 17-
18 kDa régioban megjelend erds jel (17756 Da) egytittesen egyedi és konnyen
reprodukalhato profilt biztosi tanak. A jel/zaj arany, a széles dinamikatartomany €s
a csucsok jo felbontdsa alapjin a minta el6készi tése €s mérése technikailag
sikeres volt. A kiegészi t& mutatok (res, S/N, Area) egyarint megerdsi tik, hogy
a f6 csucsok stabilak €és dominansak. A kozepes és nagy tomegl dominans
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fehérjék jelenléte kiilonosen értékes markereket biztosit, amelyek a kés6bbi
homogenitas-vizsgalatok sordn kulcsszerepet jitszhatnak. Az eredmények
megbi zhato alapot adnak tovabbi statisztikai vagy klaszterezési elemzésekhez.
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