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BEVEZETES

A ndvényeket a kornyezetiikben szamos stresszhatas érheti, amelyeket biotikus és abiotikus
stresszorok idézhetnek el§. A sostressz egyike a legjelentdsebb abiotikus stresszoroknak, amely
a novények csaknem minden fizioldgiai és biokémiai folyamatara hatassal van, cskkenti a
novekedést és a terméshozamot, felgyorsult fejlédést, szeneszcenciat és a ndvény pusztuldsat
okozza. A terméshozam csokkenés visszaszoritasara tobb megoldas is 1étezik, amelyek egyike a
nemesités soran a stressztlir6bb fajtak szelektaldsa. Ahhoz, hogy a nemesités hatékonyabb
legyen, a novények stressz ellenallosaganak jobb megismerése nélkiilozhetetlen, az
akklimatizacioban szerepet jatszo folyamatok megértése és a stressztoleranciaban fontos gének
azonositasa sziikséges. A ndvények stressztlirésének javitdsara a nemesités mellett mas
modszereket is keresnek. A szalicilsav (SA) ,,priming” hatidsa mar tobb mint 20 éve ismert és
exogén alkalmazasa ilyen alternativ megoldas lehet. A kiilséleg alkalmazott SA sostresszel
szembeni ellenallosagot képes kivaltani, azonban bebizonyosodott, hogy ez a hatas fiigg a

novények fejlodési stadiumatol, a kezelés modjatol és az alkalmazott koncentraciotol.

Korabbi kisérletekben mar kimutattdk, hogy az abszcizinsav (ABS) szintjének valtozasa
szerepet jatszik a SA elOkezelés sostressz akklimatizacidjara gyakorolt pozitiv hatasaban
paradicsom  (Solanum lycopersicum) novényekben. Ezért paradicsom ndvényekben
megvizsgaltuk az ABS bioszintézishez kapcsolodd gének expresszidjat és egyes enzimek
aktivitasat. Emellett munkank soran célul tiiztikk ki a széles koncentracio-tartomanyban és
hosszutava elokezelésben alkalmazott SA hatdsainak vizsgalatat a genetikai modellként
széleskorben alkalmazott 10dfii (Arabidopsis thaliana) novényeken. A ludfii modellnévényként
lehetéséget kinal a folyamatok hatterének jobb megismerésére. Kisérleteinkhez kidolgoztunk
egy hidroponikus rendszert és a masodlagosan alkalmazott sdstressz soran vizsgaltuk a hosszu
tava SA  elOkezelés hatasat ladfli novények novekedésére, ROS tartalmara és
lipidperoxidaciojara kifejtett hatasat. Osszehasonlitottuk az antioxidéns enzimek aktivitasdban
bekdvetkez6 valtozasokat az el6kezelés és a sostressz soran, a masodlagosan jelentkez6 oxidativ
stressz karos hatasanak kivédésében fontos glutation transzferaz (GST) enzimcsalad GST és
glutation peroxidaz aktivitasat és az egyes AtGST gének expresszidjaban bekovetkezo
véltozasokat. Kivalasztottunk két AtGST mutans ladfii vonalat (Atgstf és Atgstul9), hogy
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hatasara. Tovabba paradicsomban is vizsgaltuk a GST aktivitdsdban és expresszidjaban

megfigyelt valtozasok alapjan a GST enzimcsaladot.

CELKITUZESEK
A dolgozatban a kdvetkez kérdésekre kerestiink valaszt:
Arabidopsis thaliana L. nvényen végzett hosszatavu kisérletekben:

1. Hogyan hatnak a kiilonb6z6 SA koncentraciok a ladfii névények novekedésére és
egyéb fiziologiai paramétereire? Hogyan befolyasolja a tobb hétig tartd elokezelés a
késébb alkalmazott sostresszre adott valaszt? Milyen valtozasokat idéz el a SA az
enzimatikus antioxidansok aktivitdsaban és milyen mdédon befolydsolja a sostressz

valaszt?

2. Melyek azok a SA koncentraciok, amelyek sikeresen indukaljak a ,,priming”-ot a
ndvényekben és milyen fizioldgiai valtozasokkal hozhatd Gsszefiiggésbe a sikeresebb

akklimatizacid?

3. Hogyan valtoznak a GST és GPOX aktivitasok az el6kezelések és a masodlagosan
alkalmazott sostressz hatasara? Van-e Osszefliggés a novények GST aktivitasdban

mért valtozasok és a kivalasztott GST gének expresszidja kozott?
Arabidopsis thaliana L. GST mutans névényeken végzett rovidtava kisérletekben:

4. Kihatassal van-e egyetlen GST mutacidja a novények életképességére és GST
aktivitasara kontroll, NaCl- és SA kezelés soran? Milyen fenotipusos valtozast idézhet

el6 egyetlen GST gén mutacidja a magas so- és SA kezelések soran?
Solanum lycopersicum Mill. L. cvar. Rio Fuego névényeken végzett kisérletekben:

5. Milyen valtozasokat idéz el a SA ,,priming” a paradicsom ndvények GST és GPOX
aktivitdsdban? Van-e Osszefliggés az aktivitasban mért kiilonbségek és a GST gének

kifejezodése kozott?



6. Az ABS szintjében megfigyelt valtozasok magyarazhatdak-e az AO aktivitasanak és

az ABS bioszintézis gének kifejez6désének kiilonbségeivel?

7. Milyen hasonlésag illetve kiilonbség van a két vizsgalt novényfaj esetében a SA

elékezeléssel indukalt ,,priming” jelenségben, sostressz akklimatizacioban?

8. Talalunk-e Osszefiiggést a vizsgalt GST gének expresszidjanak valtozasa és az 5° végi
szabalyozo régioban 16v6 cisz-elemek kozott? Mennyire hasonldéak a vizsgalt

szabalyozo elemek az ortolog szekvenciakban?

ANYAGOK ES MODSZEREK

Arabidopsis thaliana L. novényeken végzett hosszatava vizsgalatokhoz 5 hetes novényeket
kezeltiink hidropénikus kériilmények kozott 10°-10° M SA oldatokkal 2 héten keresztiil, amit
egy hét 100 mM NaCl kezelés kovetett. Solanum lycopersicum Mill. L. cvar. Rio Fuego
esetében a szintén hidroponikus rendszerben nevelt 4 hetes novényeket 3 hétig kezeltiik 107 ¢és
10" M SA oldatokkal és ezt kévetéen 1 héten keresztiil 100 mM NaCl-dal egészitettiik ki a
tapoldatot.

Arabidopsis thaliana L. vad tipusti és GST mutans (Atgstul9 és Atgstf9) csiranévények
esetében az 2 MS tapsot tartalmazo taptalajt egészitettiik ki 10° M SA-val vagy 150 mM NaCl-
dal és igy vizsgaltuk a kezelések hatasat 48 h ill. 2 hét elteltével.

Meértiik a novények gyokér- és hajtashosszat, valamint ezek tomegében a kezelések hatdsara
bekdvetkez6 valtozasokat. Az elemtartalom meghatarozasa induktiv csatolasi plazma
tomegspektrométerrel (ICP-MS) tortént. Az életképességet és a reaktiv oxigénforma tartalmat
fluoreszcens mikroszkdpiaval vizsgaltuk. A H,0O, és malondialdehid tartalom, az antioxidans
enzimaktivitasok, koztik a szuperoxid dizmutaz, katalaz, gvajakol peroxiddz, glutation
transzferaz, glutation peroxidaz és dehidroaszkorbat reduktaz aktivitdsok meghatarozasa
spektrofotometrias modszerrel  tortént. Az aldehid oxidaz aktivitast poliakrilamid

gélelektroforézissel vizsgaltuk.

A génszekvencidkat in silico azonositottuk és a homolégian alapuld torzsfat a ClustalW,

MEGAS5 ¢és Dendroscope 3 programok segitségével készitettiikk. A promoteranalizist in silico a
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gének start kodonja el6tti 1,5 kbp szakaszon végeztilk el a PlantCARE adatbazisban. A
génexpresszids vizsgalatokhoz RNS-t izolaltunk TRI reagenssel és a Primer3 program
segitségével tervezett primerparok felhasznalasaval kvantitativ. RT-PCR  modszert

alkalmaztunk.

A vizsgalati eredmények matematikai-statisztikai feldolgozasat és kiértékelését a SigmaPlot

11.0 (Systat Software Inc, USA) szoftverrel végeztiik.

EREDMENYEK ERTEKELESE

Kisérleteink soran a ludfii és paradicsom novények SA eldkezelést kovetd sostressz
akklimatizacidban résztvevd egyes elemeit vizsgaltuk és a kovetkezd fobb megfigyeléseket

tettiik:

Arabidopsis thaliana L. nvényen végzett hosszatava kisérletekben:

1. A széles koncentraci6 tartomanyban alkalmazott SA (10°-10° M) a szakirodalomnak
megfeleléen koncentraciofiiggd moddon hatottak a ladfii novények hajtas- és
gyokérnovekedésére. Minden SA koncentracié serkentette a hajtds ndvekedését,
elokezelések bizonyultak leghatékonyabbnak a novekedésgatlas kivédésében. A SA
kezelések befolyasoltak a Na és K elemtartalmakat és eldsegitették a kés6bb alkalmazott
sostressz esetén a K felvételét, gyokérben csokkentették a Na akkumulaciot, levélben
viszont a Na akkumulalodasat serkentették. 10 és 10° M SA kezelés hatdséra nétt a
K/Na arany a gyokerekben, ami hozzajarulhatott a ndvekedés fenntartdsahoz. Emellett a
SA el6kezelés csokkentette a H,O, és MDA felhalmozddast ludfiiben. ,,Priming” hatasa
a 10° M SA koncentracionak volt, amely segitett megérizni a névények novekedését

sostressz soran, ami kulcsfontossagu szerepet tolt be a sikeresebb akklimatizacioban.

2. Az antioxidans enzimek miikddésével kapcsolatban megallapithato, hogy a KAT

aktivitas gyokérben és levélben egyarant csokkent, a SOD aktivitdsa a kontrollhoz
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hasonlé szintet mutatott, és a POD aktivitisa gyokérben a 10 és 10° M SA kezelések
hatdsara megemelkedett. A kiilonbozé SA koncentraciok eltérd modon hatottak a
sostresszre adott antioxidans valaszra. A 10° és 10° M SA el8kezelés sokezelés
hatasara még inkabb megemelte a POD aktivitasat gyokérben, levélben pedig nétt a
SOD aktivitasa. Eredményeink arra utalnak, hogy a magasabb POD és/vagy SOD
aktivitis a SA el6kezelt ndvényekben hozzajarult a megemelkedett soOstressz

akklimatizaciohoz, f8ként a 10 &s 10° M SA el8kezelt ladfii névényekben.

A SA elokezelések koncentraciofiiggé modon megemelték a GST és GPOX aktivitast
ladfiiben, és 10° M SA alkalmazasa eldsegitette sostressz soran a GST és GPOX
aktivitasok tovabbi emelkedését, ellentétben az el6kezelés nélkiil alkalmazott sokezelés
hatasaval, ahol a GPOX aktivitasa csokkent. A tovabbi vizsgalatokra kivalasztott
AtGSTU19 ¢és AtGSTU24 gének transzkript szintjének emelkedése legalabb részben
eredményezhette a GST és GPOX aktivitasokban tapasztalt indukciot.

Arabidopsis thaliana L. GST mutans novényeken végzett rovidtava kisérletekben:

4.

Az Arabidopsis inszercios mutans csirandvényeken alkalmazott sostressz és SA kezelés
soran a GST aktivitasban és a gyokérnovekedésben megfigyelhetd kiilonbségek arra
utalnak, hogy mindkét AtGST szerepet jatszik a magas s6- és SA koncentraciok altal
indukalt folyamatokban. A gyokérnovekedésben mért csokkenés a mutansokban az
AtGSTU19 ¢és AtGSTF9 izoenzimek a sostressz valaszban betdltdtt pozitiv szerepére
utalnak, feltehetden azaltal, hogy szabalyozzdk a detoxifikald folyamatokat és ezzel a
sejtek homeosztazisdnak fenntartdsat és végsé soron a novények novekedését segitik

eld.

Solanum lycopersicum Mill. L. cvar. Rio Fuego névényeken végzett kisérletekben:

5.

A SA ,priming” a paradicsom ndvényekben is megemelte a sOstressz utan mért GST és

GPOX aktivitast. Az SIGSTF4 és SLGSTU26 expresszidja a levélben, az SIGSTT2,

SIGSTZ2 és SIGSTL3 kifejez6dése a gyokérben megemelkedett, igy elképzelhetd, hogy
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ezen gének termékei hozzajarulhattak a magasabb GST és GPOX aktivitasokhoz és

fontosak a megnovekedett stressztolerancia kialakitasaban.

Az ABS szintjében korabban megfigyelt valtozasok részben magyarazhatéak az AO
aktivitasaban és az ABS bioszintézis gének kifejez6désében tapasztalt kiilonbségekkel.
Az elékezelések soran a SA indukalta az ABS bioszintézis gének expresszidjat, foként a
gyokérben, azonban csak a 10 M SA koncentraci6 indukalta a hormon levélben térténd
bioszintézis gének represszidja és az AO aktivitis gatlasa a 10* M SA elSkezelt
mintdkban nem akadélyozta meg az ABS kontroll szint felett tartasat (Szepesi és mtsai.
2009). Ezek alapjan feltételezziik, hogy a ,priming” hatdsara az ABS lebontas is
gatlodik. Azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy a paradicsom novények SA-val
kivaltott ,,priming”-ja Osszetett folyamat, ami az ABS akkumulaci6 szabéalyozasan tal

mas, SA- és ABS jelatvitel-fliggd folyamatokat is magéaba foglalhat.

Bar a két novényfaj novekedésére a ,,priming”-ot kivaltdé SA eldkezelés kiilonbozéen
hatott (paradicsomban a 10 M csokkentette, ludfiiben a 10° M SA koncentracid
fokozta), a sostressz soran mindkét fajra a nagyobb gyokér- és hajtashossz volt
jellemz6, ami legalabb részben a hasonlé Na- és K elemtartalombeli valtozasoknak
tudhato be (a paradicsomban mért K és Na tartalmak Szepesi és mtsai. 2009-es cikkében
szerepelnek). Az el6kezelések a paradicsomban leirtakhoz (Gémes és mtsai. 2011)
hasonléan csokkentették a H,O, és MDA akkumulaciot Iudfiiben is. Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy a SA-szabalyozasa alatt allo akklimatizacio a ROS- és
peroxid detoxifikdlé enzimek aktivitdsanak szabalyozasan keresztiil képes a sostressz
okozta oxidativ karosodas csokkentésére. Ebben a folyamatban az antioxidans enzimek
¢és a GST-k is fontos szerepet toltenek be paradicsomban (Tari és mtsai. 2015, Szepesi
¢és mtsai. 2008) és ludfiiben egyarant. Mindkét novényfajban megemelkedett a GST és
GPOX enzimek aktivitasa és specifikus mintazatot mutatott a GST gének transzkript
szintje a ,,priming”-ot kdvetd sostressz utan. Mindkét fajban azonositottunk olyan GST
géneket, amelyek indukcidt mutattak ,,priming” soran, igy arra kovetkeztethetiink, hogy
az enzimaktivitisokban mért valtozasok egy része a kulcsfontossagli detoxifikald

enzimek génexpresszidjanak valtozasaval magyarazhatok.
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a génexpresszid komplex szabalyozas alatt all. Egyértelmi Osszefliggést bizonyos
elemek eléfordulasa és az expresszid szabalyozasa kozott egyik novényfaj GST
szabalyozo elemei nagyon eltéréek lehetnek, igy a gének hasonlosaga alapjan nem lehet
altalanos kovetkeztetéseket levonni a kiilonb6z6 noévényfajokban megfigyelhetd

expresszios mintazat alakulasara vonatkozoan.
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