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1. Bevezetés

A gaz halmazallapoti ndvényi hormon, az etilén (ET) fontos szereppel bir a ndvényi
¢letfolyamatok szabalyozasaban, mint példaul a fotoszintézis vagy a reaktiv oxigén- valamint
nitrogénformak akkumulacidja, tovabba kiemelt résztvevOje az abiotikus stresszre adott
novényi valaszok kialakitdsdnak. Az exogén forrasbol szarmazd ET-t szdmos tanulmany soran
hasznaltdk a hormon hatasainak feltérképezésére. Ugyanakkor a természetes koriilmények
kozott, a gyokérzonaban is jelenlévo ET prekurzornak, az 1-aminociklopropan-1-karbonsavnak
(ACC) hatasat eddig relative keveset vizsgaltdk. Ennek kovetkeztében az exogén ACC
koncentracio- ¢és 1d6 fliggvényében kifejtett befolyasa a nodvényekre, kiilonésen a
fotoszintézisre és az emlitett reaktiv molekuldk akkumulacidjara nagyrészt ismeretlen. A
novények aktudlis ET-érzékenysége, vagy ET produkcidjanak alakulasa (6sszefoglalva: ET
statusza), fontos lehet az abiotikus stressz akklimatizacid soran, kiilonos tekintettel a stresszor
megjelenése elotti allapotokra. Mindezek tiikrében kiemelten fontos az exogén ACC
gyokérzona-béli jelenléte altal kivaltott olyan hatasok azonositasa, mely az utdlag jelentkezo,
kedvezotlen kornyezeti faktorok megjelenése esetén befolydsolhatjak a stresszvalaszt.

A talaj vagy az 6nt6zOviz magas séOtartalma és az altala a novényekben kivaltott
stresszhatas (sostressz) a Foldiink valtozé klimajaban egyre nagyobb jelentdségiivé valik a
mezdgazdasagi ndovénytermesztésben. Ezért a ndvények sostressz-valaszainak fiziologiai és
molekularis szinti felderitése alapvetd sziikségességet jelez. Az ET szerepe jelentos e
folyamatok szabalyozasaban, ugyanakkor hatasat nagyrészt hosszataviu sostressz soran
vizsgaltak, holott a stressz akklimatizaci6 korai id6szakaban — az 6raktol néhany napig — torténd
események nagyban befolyasoljak a novény késobbi sorsat. Ezen tilmenden, a reaktiv oxigén-
(ROF) és nitrogénformak (RNF) akkumulacidjanak kapcsolata a novény ET statuszaval
rovidtavi sokezelések soran alig ismert. Ugyanez elmondhatd a fotoszintézis esetében is,
kiilonosen az I-es fotokémiai rendszer aktivitdsa tekintetében. Mindezeknek megfelelden,
kisérleteink soran kétféle megkozelitést alkalmaztunk. Vizsgaltuk a paradicsomnévények
gyokérzonajaban megemelt ACC koncentraciok hosszutavi hatasat a fotoszintézisre és mas
kapcsolodd folyamatra (vizhaztartas, ionakkumulacid, ROF és RNF felhalmozodas)
stresszmentes koriilmények kozott. A masodik megkdzelitésben exogén ACC (eld)kezeléssel,
¢s az ET receptor mutacioval befolyasolt kiillonbozé ET statuszu ndvényeket kezeltiink
szubletalis (novekedésgatld, de toleralhatd), 100 mM-os ¢s a letalis, 250 mM-0s NaCl
koncentraciokkal és vizsgaltuk a fenti paraméterek, valamint az oxidativ stresszt meghatarozo

legfontosabb enzimek expresszidjanak és aktivitdsanak valtozasat.



2. Irodalmi attekintés

2.1 Az etilén jelentosége a novényekben

A gaz halmazallapotih névényi hormon, az etilén (ET) a ndvényi életfolyamatok alapvetd
szabalyozo molekulaja. Az ET novényekre gyakorolt hatdsanak felfedezésekor figyelték meg
az Un. harmas-valaszt, az ET indukalta altalanos morfologiai valaszreakciot etiolalt borsod
csirandvényekben, ennek jegyei a hossziranyu szarmegnyulas gatlasa, az epikotil oldalirdnyu
kiterjedése és a normalis geotropikus valasz hidnya [1]. Az azéta vilagossa valt, hogy az ET a
novényi novekedést és fejlddést koncentraciotol fiiggden gatlo, illetve serkentd faktorként is
befolyasolhatja [2]. A gylimdlcsérést elosegitd hatasa mellett fontos résztvevdje a ndvényi
programozott sejthalal (PCD) kialakitasanak és szabalyozza a novényi szovetek Oregedési
folyamatat, a szeneszcenciat is [3]. A PCD genetikailag kontrollalt folyamat és kiemelt szerepe
van novények életében, beleértve a stresszvalaszokat is [4]. Az ET kiemelt résztvevdje mind a
biotikus- [5, 6] illetve az abiotikus névényi stresszvalaszoknak. Szamos abiotikus kornyezeti
stresszor, mint a szarazsag, a magas sokoncentracio stb. befolyasolja a névényi szévetek ET-
termelését [7]. Az alacsony endogén ET szintek kozel optimalis koriilmények kozott
valdszintileg csupan enyhe hatassal lehetnek novények novekedésére, mivel szamos faj ET-
szenzitiv és ET-inszenzitiv genotipusai Osszehasonlithatd {itemmel fejlédnek az emlitett
kornyezeti adottsagok mellett. Ugyanakkor, amikor a koriilmények kevésbé optimalisak, a jol
miik6dé ET jelatvitel alapveté lehet a novekedés fenntartasahoz [2]. Bar altalanos az a
koncepcid, hogy az alacsony szoveti ET tartalom serkenti, mig a magas gatolja a ndovényi
ndvekedést, fontos szem eldtt tartani, hogy a névényfajok kozott jelentds kiilonbségek lehetnek
a serkentd/gatld koncentraciok kozott, tovabba egyes termesztett novényfajtak s
kiilonbozhetnek ET-érzékenységiikben, igy a hormonra adott valaszreakcidikban is [2, 8]. Az
ET novényekre gyakorolt hatdsa nagyban fligg azok koratol és allapotatol, ugyanigy, mint az
esetleges stresszhatasok tipusatol, intenzitasatol és id6tartalmatol is [2].

2.1.1. Az etilén bioszintézise és jelatvitele — az altalanos modellek és a paradicsomban
megfigyelheto sajatossagok

Az Osszes novényi szerv képes az ET bioszintézisére, a résztvevd kulcsenzimek szdveti
megoszlasa azonban eltéré lehet [9]. Az ET bioszintézisének az altalanos modell szerinti
folyamatrendszerét és szabalyozasat, kiegészitve néhany paradicsomban leirt elemmel az 1.
abra foglalja 6ssze. Az ET képzodés kezdd 1épése a metionin aktivalasa S-adenozil-metioninna

(SAM) torténd atalakitasa soran a SAM-szintetaz enzim altal (1. abra).
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1. abra Az ET bioszintézisének és szabalyozasanak altalanos modellje, kiegészitve néhany paradicsom-specifikus elemmel [10-15].
PK: proteinkinazok; PH: protein foszfatazok; TF: transzkripcios faktorok; MACC: malonil-ACC; GACC: y-glutamil-ACC; JA-ACC:
jazmonoil-ACC.

Az ACC-szintaz (ACS) altal katalizalt reakcidban képzddik az ET kozvetlen prekurzora,
az 1-aminociklopropan-1-karbonsav (ACC). E folyamat mellékterméke az 5°-metiltioadenozin
(MTA), mely a Yang-ciklusba belépve végsé soron ujra metioninna alakul, ami egy kén-
megtartd mechanizmus. Paradicsomban legalabb nyolc ACS gén talalhat6. Kinaz-foszforilacios
helyeik alapjan harom csoportba sorolhatok, az 1-es csoport (SIACSla, SIACS1b, SIACS?2,
SIACS6) mitogén aktivalt- (MAPK) és ciklin-fliggé protein kindzok (CDPK) altal
foszforilalhatd helyekkel is rendelkezik, a 2-es csoportban (SIACS3, SIACS7, SIACS8) csak
CDPK helyek fordulnak el6, mig a 3-as csoportban (SIACS4) nem talalhatdéak az emlitett
kinazok szamara foszforilacios pontok [11]. Az ACS Kkatalizalt ACC képz6dés az ET
bioszintézis 6 sebesség-limitalo 1épése. A szabdlyozas egyrészt az ACS gének
transzkripcidjdnak szintjén torténik, melyek csak indukalé faktorok jelenlétében
expresszalddnak, masrészt az enzim stabilitasanak poszttranszlacios kontrolljatol figg (1.
abra), amit az enzim fél életidejét megnoveld foszforilacio is szabalyoz.

A multigén csaladok altal kodolt ACS expresszidjat szamos kiilsd és belsd kornyezeti
tényezd szabdlyozza, mint példdul a hormondlis faktorok (auxinok, citokininek,
brasszinoszteroidok), ontogenetikus szignalok, mechanikai, kémiai és fizikai stimulusok,
valamint a novényi patogének. Alacsony ET szint mellett, normal koriilmények kozott az ACS
ubiquitin-fiiggé lebomlasa fontos poszttranszlacios regulator szereppel bir. A szoéban forgo
folyamat az E3 ligazok altal katalizalt, mint példaul az ETO1, EOL1/2 (ETHYLENE
OVERPRODUCER 1; ETO1 LIKE -1/2), melyek ritka kivétellel az ACS C-terminalis
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doménjével lépnek kapcsolatba. Minden izoenzimnek megvan a maga E3 ligdz partnere,
melyeken kiviill MAPK-ok, CDPK-ok, foszfatazok, illetve bizonyos transzkripcids faktorok —
példaul paradicsomban a RIN (RIPENING-INHIBITOR) vagy a TAGL1 (TOMATO
AGAMOUS-LIKEL) — is kozvetithetik a kornyezeti ingereket, illetve az ET altal kivaltott
visszacsatolasi szignalt is az ACS felé (1. abra) [15]. A vegetativ névekedés soran, az ET
bioszintézist egy ET altali autoinhibitor rendszer szabalyozza (I-es allapot), azonban, amikor
tobb ET sziikségeltetik — pl. Szeneszcencia vagy a gyiimdlcsérés soran — sajat képzodését az ET
egy pozitiv visszacsatolasi korben serkenti (I1-es allapot) [11].

A kozvetlen ET felszabadulas az ACC oxidéaciojanak az eredménye, melyet az ACC-
oxidaz (ACO) enzim végez. Jelentésen megemelkedett ET képzddés mellett az ACO valik az
ET bioszintézis kulcs-szabalyozojava. Az ACO izoenzimeket kodold multigén csalad
expresszidjat maga az ET szabalyozza transzkripciondlis szinten, illetve poszttranszlacios
befolyasolasuk is feltételezett in silico analizis alapjan [15]. Paradicsomban eddig 6t ACO
izoenzimet irtak le (SIACOI1-5), melyek génjeiben egyedi 5° és 3’ nem transzlalodo régiok
talalhatoak, azonban mindegyikiik transzkripcionalisan aktiv [14]. A szabad ACC pool
mennyiségét a szovetekben az ACC konjugatumok (malonil-, y-glutamil-, és jazmonoil-ACC)
képzbdése is befolyasolja [15]. Az ACC lebontasa a novényekben az ACC-deaminaz (ACD)
altal is lehetséges, ami szintén szabdlyozhatja az elérheté ACC, és végsd soron az ET
mennyiségét [12]. Habar a novényi szovetekben az ET metatabolizmus megvalosulhat a
hormon CO-da oxidalasaval, illetve az ET-oxid vagy ET-glikol konjugatumok képzddése
révén, valamint az utobbi gliikdzzal valo kapcsolodasa is az ET bomlastermékek k6z¢é sorolhatd
[10], a hormon legtobbszor csupan diffizioval tavozik a kiilsé kornyezetbe [15]. Az ET
diffizidval halad sejtrél sejtre is, azonban tavolabbi ET valaszok kialakitasa is lehetséges az
ACC gyokér-hajtas vagy forditott irany transzportja altal [16]. Az ACC szallitasat
feltételezhetden a nempolaris aminosavak transzporterei végzik, mint példaul a LHTI
(LYSINE HISTIDINE TRANSPORTER1) ludfiiben [17].

Az ET jelatvitel altalanos modelljének a paradicsomra jellemzé komponensekkel
kiegészitett folyamatat a 2. abra foglalja 6ssze. Az ET percepcioért felelés receptorok nagy
hasonlosdgot mutatnak a bakterialis két-komponensii szabalyozé rendszerekkel. Ezek az
integralt, homo és heterodimert formalé membranfehérjék az endoplazmatikus retikulumban
(ER) —ilL feltehetéleg a Golgi apparatusban — lokalizaltak és ET hianyaban a szignalizacid
negativ szabalyozoi [18, 19]. Preferencialis vagy véletlen modon kialakitott klaszterben
funkcionalnak és egyiittmiikodve kontrollaljak a szignalizaciot [20]. Harom {6 doménjiik a

szenzor, a kinaz és a valaszregulator domén. Az N terminalison elhelyezkedd szenzor domén a
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felelos az ET-érzékelésért, a dimerizacioért és az RTE1 kofaktor kotddésért. Az itt torténo
mutaciok képtelenné teszik a receptort az ET kotésre, mely ET-inszenzitiv fenotipust
eredményez [21]. A kinaz domén katalizalja a hisztidin csoport adenozin-trifoszfat (ATP)-
fliggd autofoszforilacidjat. A hisztidinhez kapcsolt foszfat csoportnak a valaszregulator domén
aszparaginsav csoportjara torténd atvitele a régid aktivalasat eredményezi. Paradicsomban
jelenleg hét ET receptort irtak le, ezek az SIETR1, -2, -4, -5, -6, -7 és a NEVER RIPE (NR)
[18, 21]. A hetedik receptor, az SIETR7 létezését a kdzelmultban validaltak filogenetikus
analizis segitségével [23]. Az SIETR3-ra torténeti okokbol NR-ként hivatkoznak a
szakirodalomban [24]. Harom ET receptor, az SIETR1, -2 és a NR az I-es receptor alcsaladba
tartozik, mivel rendelkeznek jol konzervalt hisztidin-kindz (His-kindz) doménnel. A masik
négy receptor (SIETR4-SIETR7) a ll-es alcsaladba sorolandd, mivel egyes, a His-kinaz
aktivitashoz sziikséges alkotoelemeik hianyoznak, ennek ellenére azonban részt vesznek a
jelatvitelben [23]. A paradicsom ET receptorok a legtobb szovetben expresszalodnak, azonban
kifejez6dési mintazatuk a fejlédési allapot, illetve kiilonféle kornyezeti stimulusok fliggvénye.
[18]. Koziilik kettd, az SIETR1 és az SIETR2 konstans médon expresszalodik a novényi
szovetekben az egyedfejlodés soran. Az SIETR4 gén kifejez6dése feliilszabalyozodik a
gyiimolcsérés, a szeneszcencia ¢és a levélhullas soran, mig az SIETR5 a gyiimdlcsben és a
viragban expresszalodik, illetve patogén fert6zés soran is aktivalodik [22].

A Nr egy dominans mutacio a gén N-terminalis régiojan, ami befejezetlen és késleltetett
érési fenotipust €s narancssarga szinii, csekély mértékben puhult paradicsomgyiimolcsoket
eredményez, a receptor ET kotésének sériilése miatt [25]. A Nr expresszidja megfigyelheté a
gyiimélcs perikarpiumaban [26], azonban a paradicsomriigy és -levél szoveteiben is [27]. A
vegetativ szervekben is aktiv Nr mutacid ET inszenzivitast valt ki az dsszes vizsgalt szovetben.
Mig a termésben a mutacié dominans jellegii, vagyis a termésérés az Nr/nr heterozigotaknal is
elmarad, a vegetativ szOvetekben a gén szemidomindns jellemzokkel rendelkezik. A
homozigota dominans Nr/Nr mutansok csaknem teljesen érzéketlenek az ET-re a harmas-valasz
proba sordn, a petiolumok epinasztids valaszdban, a virdgok szeneszcencidjaban és
lehullasaban. Ezzel szemben a Nr mutaciora heterozigota novények (Nr/nr) csokkent
intenzitasi harmas-valaszt mutatnak exogén ACC jelenlétében. A Nr mutansokban a levél

szeneszcenciajanak késleltetését is megfigyelték [28].
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2. abra Az ET jelatvitelének és szabalyozasanak egyszerlisitett modellje, kiegészitve néhany paradicsom specifikus elemmel. A
linearis utvonalat a szimpla vonalak jelzik; a fehérjék stabilitasanak poszttranszlacids szabalyozasat a vastag, szaggatott vonalak
mutatjak; a visszacsatolasi hurkokat a szimpla, szaggatott vonalak indikaljak; a kérddjelek potencialis szabalyozasi interakciokat
feltételeznek [3, 15, 18, 20, 22, 23, 26, 27, 29, 30-35].

Mindazonaltal, a Solanum lycopersicum cv. Ailsa Craig hattérti Nr/Nr mutansok,
rendelkeznek egy jelentsen csokkent, rezidualis, exogén ET-érzékenységgel a harmas-valasz
tesztben. A hipokotiljaik megnytlasa az exogén ET 1 ppm-es koncentraciora jelentGsen
csokkent mértékben, de reagal, azonban 1000 ppm ET hatasara is csupan a vad tipusa (VT)
valasz toredékét mutatja. Tovabba, a Nr/Nr mutans gyokerek megnyulasa csaknem teljesen
inszenzitiv az ET-re. A S. lycopersicum cv. Ailsa Craig hattérii Nr/Nr mutacio nagymértékii
csokkenést okoz az ET-érzékelésben és a fennmarado, rezidudlis szenzitivitas a fiziologiailag
relevans ET koncentraciok esetében marginalisnak tekinthet6 [36].

Az ET a receptorok hirom transzmembran doménjéhez kotddik réz kofaktor
jelenlétében. A réz(l) ion a Golgiba a RANT1 réz-transzporter kozremiikdésével jut be, majd
az ET receptorfehérje érése soran kotddik az apoproteinhez [37, 38]. Az RTE1 (REVERSION
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TO ETHYLENE SENSITIVITY1) membranfehérje tultermeltetése stabilizadlja az ETR1
receptort ludfitben és az egész ndvényre kiterjedd ET inszenzivitast valt ki, akdr magas ET
koncentracio jelenlétében is. Paradicsomban fellelheté homologja, a GR (GREEN RIPE)
fehérje viszont a gyiimolcsérést késlelteti [20].

A soron kovetkez6 szignalizacids komponens, az ugyancsak negativ szabalyozo, Raf-
szerli szerin/treonin kindz, a CTR (CONSTITUTIVE TRIPLE RESPONSE), melybdl
paradicsomban, ellentétben a ladfiivel, tobb homolog is vehet részt az ET jelatvitelben [31].
Eleszté két-hibrid rendszerben interakciot mutattak ki az SICTR1-es, 3-mas és 4-es izoformak
¢s az I-es csaladba tartozo paradicsom ET receptorok kozott, tovabba hagyma epidermiszben
koexpresszalt NR receptor és a felsorolt SICTR izoformak kozott is in vivo [30], mig az SICTR2
csak az SIETRI1 és -2 receptorokkal hat kdlcson, bar ennek in vivo szerepét még nem tisztaztak.
Az SICTR3 teljesen komplementalta az ladfii ctrl-8 mutaciot, mig az SICTR1 és SICTR4 csak
részben. Az SICTR1 expresszid gyorsan valaszol az exogén ET jelenlétére, mig az SICTR2, -3,
-4 ¢és az utobbi splice variansainak (SICTR4svl és -2) mRNS szintjei nem valtoztak
szignifikansan [39]. A CTR-szerii fehérjék C-terminalis doménjének szekvenciaja nagymértéki
homologiat mutat a lidfiiben megtalalhatd ortologjukkal, mig N-termindlis régiojuk kevésbé
hasonl6 (<50%) az AtCTR1 szekvencidhoz, viszont az itt talalhat6 CN-box konzervalt az 6sszes
SICTR tipusban. Tovabba a paradicsom CTR gének kifejez0dési mintazata eltérd, szemben a
ludfiiben talalhatd, konstitutivan expresszalodo  AtCTR1-gyel [31]. Az SITPR1
(TETRATRICOPEPTIDE REPEAT 1) feltételezhetéen kotédik az SIETR1-hez ¢és a NR-hoz,
vagy a CTR-szerl fehérjék kotédésével interferal, illetve a receptorok lebontasat segiti [21].

ET hianyaban a CTR foszforildlja az EIN2 (ETHYLENE INSENSITIVE2) pozitiv
szabalyozd, a Golgi membranhoz kotott fehérjét. A paradicsomban leirt EIN2 homolog, az
SIEIN2 expresszidja kiilonboz6 mértékli az eltér6 fejlédési  stadiumokban a
paradicsomlevelekben és gyiimolcsben [29]. A hormon receptorhoz kotédése gatolja a CTR1-
t, ezért az EIN2 foszforiladlatlan, C-terminalis doménje lehasad, majd a sejtmagba
transzlokaloédik ¢és aktivalja az EIN3/EIL (ETHYLENE INSENSITIVE3/EIN3 LIKE)
transzkripcios faktorokat, illetve az ET valaszelemeket (ERF; ETHYLENE RESPONSE
FACTOR) [40]. Az MPK3 és az MPK6 proteinkinazok foszforilacé tutjan hatnak az EIN3
stabilitasara, tovabba az EIN2 ¢és EIN3/EIL fehérjék mennyisége ubiquitinacio és
proteaszomalis lebomlas utjan is szabalyozott, elobbi az ETP1 és -2 (EIN2 TARGETING
PROTEINL, -2), utobbiak pedig az EBF1 ¢és -2 (ETHYLENE BINDING F-BOX PROTEIN 1,
-2) F-box fehérjék altal [15, 21]. Paradicsomban négy EIL gént izolaltak, melyek az SI-EIL1,
SI-EIL2, SI-EIL3, SI-EIL4 neveket kaptak [32]. Az EIN3/EIL transzkripcioés faktorok
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visszacsatoldssal szabalyozhatjdk a CTRI1, RTEl és az ET receptorokat kodold géneket
ludfiiben [15].

Az ERF-ek rendelkeznek egy 58-59 aminosavbol allo, konzervalt AP2 (APETALA2)
doménnel, melynek segitségével szamos Cisz-hatd elemhez kotdédnek az ET-indukalta gének
promotereiben. Az ERF csalad két alcsaladbol tevodik dssze, nevezetesen a CBF/DREB (C-
REPEAT BINDING FACTOR/DEHYDRATION RESPONSIVE ELEMENT BINDING
FACTOR) alcsaladbol, mely az etilén valaszgének DRE/CRT (DEHYDRATION
RESPONSIVE ELEMENT/C-REPEAT) elemeihez kotodnek, illetve az ET-indukalt
prométerekben talalhatdé GCC-boxokhoz kotédé ERF-ek alcsaladjabol. Paradicsomban 9
tovabbi alcsoportba rendszerezett, 77 ERF alcsalddba tartoz6 gént azonositottak, mig a DREB
alcsaladba eddig 48 gént soroltak. A CBF/DREB alcsaladban valin és glutaminsav talalhat6 az
AP2 domén 14-es és 19-es pozicidjaban, mig az alanin €s az aszparaginsav konzervalt az ERF
alcsalad megfelelé pozicidiban [41]. Az ERF transzkripcidés faktorok rendszerezhet6k a
célgénekre kifejtett gatld, vagy indukald hatasuk alapjan is [42]. Zhang és munkatarsai [13]
korabban kimutattdk, hogy az SIERF2 részt vesz a paradicsom ACS és ACO gének
expresszidjanak kontrolljaban (1. abra). A SIERF.B3 paradicsom ERF képes szabalyozni az
ACS és ACO enzimek, valamint az SIETR6 receptor expressziojat, tovabba befolyasolja az
elsddleges ET transzkripcios faktorok (SIEIL) és szamos mas ERF expresszidjat is (1. és 2.
abra), ami j6 példaja az ET sajat bioszintézisének visszacsatoldsos szabalyozasara, tovabba az
ERF-ek egymast is szabalyozhatjak. Az ERF-¢k feltételezhetéen egy olyan szabalyozé haldzat
tagjai, melyben transzkripcios faktorok versengenek a promoterekért, hogy kontrollaljak az ET
valaszgének expressziojat [32].

Az ET hatas id6ben és térben szabalyozott, csupan érzékennyé tett szovetekben és
sejtekben okoz valtozast [3]. A szOvetekben jelenlévé receptorok mennyisége és az ET-
érzékenység kozott forditott ardnyossag all fent. Minél tobb ET receptor taldlhaté az adott
sejtben, annal tobb ET sziikséges a jelatviteli gatlas felolddsdhoz és forditva. Fontos
megjegyezni tovabba, hogy a receptorok altali ET-ko6tés hossza féléletidejii (tobb mint 12 6ra),
igy az ,,inaktivalt” receptor nagyon hosszll ideig — vagy akar véglegesen — képtelen lesz
elnyomni az ET-indukalt géneket [43]. Egyes hipotézisek alapjan, az ET-t kotott receptor
inaktivalja a klaszterben 1év6 tobbi receptort is, mely magyardzhatja, hogy a ndvények nagyon
alacsony ET koncentraciot is érzékelnek. Azonban a szdvetek nagyon széles koncentracio-
tartomanyban képesek érzékelni az ET-t, amit az emlitett tedria nem magyaraz. A klaszterbéli
receptorok kozti kooperacidé meghatarozza a jel er0sségét. Az erds pozitiv egyiittmiitkddés erds

ET receptor jelatvitelt kozvetit, mig a gyenge vagy negativ kooperacidé gyenge
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szignaltranszdukciot eredményez. Ennél fogva, a valtozatos receptor csoportok a sejten beliil
képesek egy gyengétdl-erdsig terjedd receptor szignalgradienst létrehozni, igy a novény széles
ET koncentréci6 tartomanyra képes valaszolni. A klaszter dsszetételének megvaltoztatasaval —
melyet maga az ET is képes indukalni — az elfojtott konstitutiv ET valasz annak tiikrében fog
modosulni. A szoveti deszenzitizacid egyik legfontosabb eleme a ligand-asszocialt receptorok
lebontasa, majd cseréje [20]. Az elérzéktelenités folyamataban részt vehetnek az ARGOS
(AUXIN REGULATED GENE INVOLVED IN ORGAN SIZE) géncsalad tagjai (2. abra),
melyek ET hatasara indukalédnak, és az ER-ban lokalizalt fehérjékként szabalyozzak
feltehet6en a receptorokat és az EIN2 fehérjét [33]. Az SIETR1 miRNS-ek (mikro-RNS) altali
szabalyozasat is kimutattak korabban, csakugy, mint az ET-indukalt transzkripcios faktorok
esetében (2. abra), mint példaul a MADs-box, F-box, AP2/EREBP vagy az AP2/ERF illetve
szamos ERF gén esetében [34]. Az utdbb felsorolt transzkripcids faktorok és gének tovabbi,
un. hossza-nem-kodold RNS-ek (INCRNS-ek) szabalyozéasa alatt is allnak [35]. Az ET
kozvetitette szabalyozas kiilonbozhet az eltérd tipusu abiotikus stresszfaktorok altal [44],
melyek koziil az értekezés targyat 2.2.3. alfejezetben jellemzett a sostressz folyamatai képezik.
2.1.2. Az etilén szerepe a fotoszintézis szabalyozasaban
A fotoszintézis alapvetd résztvevdje a novényi €letnek, hiszen tobbek kdzott redukalt szénvazat
€s energiat szolgaltat a szénhidratok, aminosavak ¢és masodlagos anyagcseretermékek
szintéziséhez és végs6 soron a ndvekedéshez, illetve a terméshozamhoz [45]. Az ET egyik
legkevésbé kutatott hatdsa, a fotoszintézisre, illetve az azzal asszocialt elemekre gyakorolt
szabalyozo szerepe [46]. Annak érdekében, hogy konnyebb legyen megérteni az ET szerepét
ebben a folyamatban, fontos feleleveniteniink annak fontosabb Iépéseit és szabalyozo faktorait.

A fotoszintézis fobb 1épéseit a 3. és 4. abra foglalja 6ssze. A tilakoidok kapcsolt
régidiban talalhat6 II-es fotokémiai rendszerben (PSII) a reakcidcentrum P680 klorofill a
molekulaja egy elektronjat az abszorbealt fényenergia segitségével atadja az elsdleges
elektronakceptor partnerének, a feofitinnek (Phe) majd a kinon A-nak (Qa), majd az elektron a
viz bontasabol potlodik. A sztromatilakoidokban lokalizalt I-es fotokémiai rendszerben (PSI) a
P700 reakciocentrum klorofill a specialis par és az Ao molekula kozt megy végbe
toltésszétvalasztas. A P700" kozvetlen elektron donor molekuldja a plasztocianin [45]. Ezt
kovetden, elektronaramlas alakul ki a két fotokémiai rendszer, illetve a PSI és a terminalis
elektronakceptora, a NADP* k6z6tt a linearis elektrontranszport (LET) soran (4. &bra).

A PSII-bél az elektronok a plasztokinon (PQ) pool-ba, majd a Citokrom be/f komplexbe
jutnak, ahonnan a mar emlitett plasztocianin tovabbitja dket a PSI-be. A PSI bdl a ferredoxinra

(Fd), majd a ferredoxin-NADP*-oxidoreduktdz (FNR) altal a NADP*-ra keriil az elektron,
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melynek eredményeképpen NADPH képzédik (4. abra). A folyamat soran transztilakoid H*
aramlas ¢és elektromos potencial gradiens (ApH és AE) is kialakul a tilakoid lumen ¢és a

kloroplasztisz sztroma kdzott, melyet az ATP-szintaz enzim ATP képzésre hasznal fel [45].
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3. abra A fotoszintézis és néhany kapcsolodo folyamat [47-49].

A folyamat szerves része a PSI koriili ciklikus elektrontranszport (CET-PSI), mely
optimalis koriilmények kozott is — bar nem dominéns mértékben — hozzajarul a fotoszintézis
soran képz6dott ATP mennyiségéhez. A CET-PSI soran az elektronok a Fd-r6l a Citokrom be/f
komplex kozvetitésével PQ-pool-ba, majd a Citokrom be/f komplexen keresztiil Gjra a PSI-be
vandorolnak, mellyel hozzajarulnak a ApH kialakuldsdhoz nett6 NADPH képzddés nélkiil.
Zarvatermd novényekben eddig két CET-PSI utvonalat irtak le, melyek koziil a f6bb a
PGR5/PGRL1 (PROTON GRADIENT REGULATIONS/PGR5-LIKE PHOTOSYNTHETIC
PHENOTYPE 1) komplex altal medialt, mig a masik kloroplasztisz NDH-fiiggé ut (NADH
DEHYDROGENASE-LIKE), mely szuperkomplexet alkot a PSl-el (4. abra) [49].

A gazcserenyilasokon keresztiil bejutott CO2 megkotése és redukcioja a Calvin-Benson

ciklus (CBC) sordn, a kloroplasztisz sztromaban torténik (4. dbra). Cs-as ndvényekben a
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Ribuloz-1,5-biszfoszfat-karboxilaz-oxigendz (RuBisCO) enzim katalizdlja a ribuldz-1,5-

biszfoszfat és a COz reakciojat, melyet egy redukcios, majd regeneracios 1épések kovetnek [48].
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4. abra A fotoszintézis linedris elektrontranszportia és a ROF képzddés/kioltas fobb résztvevi. Cherepanov és misai. [45] dbrdja
kiegészitve Roach és Krieger-Liszkay [48] nyoman. PQg: kinon B, Ao: A P700 elsddleges elektronakceptora, Ai: fillokinon, Fx, Fa,
Fa: vas-kén klaszterek, ASCH": aszkorbinsav anion (teljesen redukalt dllapot), Asc™: monodehidroaszkorbat.

Mivel a fénybegytijtd antennak hatékonysaga elég magas, a fotoszintetikus fotondram-
stirtiség (PPFD) kiilonb6z6 okokbol tallépheti a fotoszintetikus kapacitast és fényindukalt
karosodast, fotoinhibiciot okoz. Fontos megjegyezni, hogy a kedvezdtlen kornyezeti
koriilmények kozott az alacsonyabb intenzitdsu fény is tultelitheti a rendszert és a reaktiv
oxigén formak (ROF) — mint a szinglet-oxigén (*O2), szuperoxid-gydk anion O2", a hidrogén
peroxid (H202) vagy a hidroxil-gyok (HO") fokozott akkumulacidjat eredményezheti, melyek
kéarosithatjik a tilakoidmembranokat és a fotokémiai rendszereket. A rendkiviil reaktiv 'O, a
PSlI-ben lejatszodo, toltés-rekombinacids reakciok soran keletkezhet. A CET-PSI mellett egy
masik alternativ elektrontranszfer folyamat a pszeudo-ciklikus elektron-transzport (pszeudo-
CET), ahol az elektron a Fd-rol a molekularis oxigénre keriil és O2™ képzddik [49]. A PSI
akceptor oldala a O," legfébb forrasa a folyamatban. A H.O; reakcidja Cu* vagy Fe?* ionokkal
a szintén nagyon reaktiv HO" képz8dését eredményezheti, tovabbéa a Fe**/Cu?* visszaalakulhat
Fe**/Cu* ionnna a O, altal. Kisebb mennyiségben az elektrontranszport mas pontjain is
keletkezhetnek reaktiv molekulak (4. abra) [48].

A O2"-bol, protonok felvételével a szuperoxid-dizmutaz (SOD, EC 1.15.1.1) enzim altal
a kevésbé reaktiv H20 jon létre, melyet az aszkorbat-peroxidaz (APX, EC 1.11.1.11) vagy
peroxiredoxin (PRX, 1.11.1.15) enzimek alakitanak vizzé. Az antioxidans rendszer elfogyasztja
a fotoszintézis altal 1étrehozott redukald ekvivalenseket, a Fd-t és a NADPH-t az aszkorbat
regeneraciojahoz (4. abra) [49]. A SOD izoenzimek koziil jellemzdéen a Fe (Fe-SOD) vagy a
Cu és Zn (Cu/Zn-SOD) kofaktorral rendelkezék vesznek részt a folyamatban. Az APX

aszkorbinsavat igényel, a PRX aktivitds pedig a tioredoxinok ujra-redukéalodasatol fligg.
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Tovabbi mas antioxidans aktivitdsu enzimek és molekuldk is részt vesznek a fotoszintézis-
kapcsolt ROF kioltasdban. Bar a PSII sokkal sebezhetébbnek tiinik a ROF okozta
karosodasokkal szemben, rendkiviil hatékony javit6 mechanizmusainak hala a hatas — egészen
addig, mig a kar mértéke a kapacitasukat til nem haladja — csupan atmeneti. A PSI ROF altali
(leginkdbb O>") karosodasa, bar kevésbé gyakori, bekdvetkezése esetén tartdésan kivonja a
mukddés alol ezt a fotokémiai rendszert, hiszen turnovere rendkiviil lassi. A PSII érzékenysége
ennélfogva fontos szabalyoz6 mechanizmusa az elektrontranszfer folyamatoknak [48]. Ezen
tulmenden, az oxidativ médositasok hatnak a RuBisCO fehérje mennyiségére is [50, 51].

Egyéb befolyasold elemek mellett az elektrontranszport gyorsan reagalo, talan
legjelentdsebb szabalyozasat a nem-fotokémiai kioltdsok (NPQ) koziil — nevét a klorofill a
fluoreszcencia nem fotokémiai ton torténd kioltasardl kapta, bovebb magyarazat Kalaji €s
munkatarsai [52, 53] munkaiban — a ApH-fliggé NPQ, a qE végzi (3. abra). A lumensavanyodas
kovetkeztében PsbS és az LhcSR3 fehérjék luminalis részei és a fénybegylijté komplexek
protonalodnak, illetve aktivalodik a xantofill-ciklus, mely zeaxantin képzddésével jar, ami a
PsbS fehérjéhez — valamint az LHCII-hoz és egyéb LHC fehérjékhez — kotédve képes kioltani
a gerjesztett klorofillokat. Igy az excitacios energia hé formajaban disszipalodik, miel6tt elérné
a reakciocentrumot [48, 54]. Tovabbi qE mechanizmus az LHCII PSII-r6l torténd levalasat
kovetd aggregalodasa, mely zeaxatin és csapdazott protonoktol fliggd moddon egy lassan
relaxalodo NPQ folyamatért felel [55]. A ApH-fliggd NPQ-nak fontos szabalyozdja/indukaléja
a CET-PSI, mivel nagyban hozzajarul a lumen savanyodasahoz. Tovabba, a luminalis pH
csokkenése lassitja a Citokrom be/f komplex és a vizbonté komplex aktivitasat, valamint a
P680* redukcios kinetikajat. Fontos megfigyelés volt, hogy pH 5,2 alatt a vizbontd komplex
reverzibilisen inaktivalédik. Mindezek tiikkrében konnyen megérthetd, hogy mig normal
koriilmények ko6zott a LET miikodése dominal, kedvezdtlen kornyezeti koriilmények kozott —
a mikor a CO2 mennyisége vagy hasznositasi folyamata limitalt — nagyobb hangsulyt kapnak
az alternativ elektrontranszport folyamatok, mint a CET-PSI vagy a pszeudo-CET, hogy
kifejthessék szabalyozo funkcidikat [48].

A CBC-bdl a széndioxid-fixaciobol szarmazo trioz-foszfatok folyamatos elvonasa is
sziikséges, mely a kloroplasztikus keményitd raktarozason keresztiil és/vagy a citoszolba
torténd exportalasuk soran valosul meg. Ez utobbi esetben szachar6z szintetizalodik beldliik,
mellyel a novény a nem-fotoszintetizald részeit taplalja. Hatékony szachardz transzport
sziikséges a szénhidratok felhasznalohelyekre torténd szallitdsahoz, illetve a valtozo kornyezeti

tényezokre adott megfeleld valaszok kialakitasahoz a novényekben [56].
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A fotorespiracio jelensége, mely a RuBisCO oxigenaz aktivitdsanak az eredménye, a
mar megkotott CO2-0t szabaditja ujra fel, tovabba ATP-t és redukald ekvivalenseket fogyaszt.
Maga a folyamat tobb sejtszerv egyiittmiikodését igényli. Mivel elektronnyelé folyamat,
megakadalyozza az elektrontranszportlanc talredukalodasat és igy a fotoinhibiciot, mely
kiilonosen stressz soran jelentds [57]. A peroxiszomaban lejatszodd 1épéseken kiviil — ahol
intenziv H2O> produkcidé megy végbe a reakciok sordn — a fotorespiracio a kloroplasztisz és a
mitokondrium ROF statuszat is szabalyozza [58].

Els6ként foldimogyord (Arachis hypogaea) levelekben figyelték meg, hogy az exogén
ET gaz gatolja a fotoszintézist, azonban fontos megjegyezni, hogy a tobbféle koncentracioval
torténd, kétoras kezelések soran, 0,1 pL ET/L-es koncentracié alatt ez a jelenség nem volt
megfigyelhet6 [59]. Ezzel szemben, Taylor és Gunderson [60] nem tapasztalt szignifikans CO>
gazcsere gatlast, illetve sztomakonduktancia valtozast 4 oOras, exogén ET gazzal kezelt
paradicsomnovények esetében. Exogén, 300 mg/L koncentracidja Ethephon — egy ET-t
generalo vegylilet — intakt paradicsomlevelekre permetezése csak a CO; asszimilatumok
szervek koOzotti megoszlasat befolyasolta, a fotoszintézist nem [61]. Egyéb munkékat is
Osszefoglalva azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy az exogén forrasbol szarmazé ET —
legtobbszor gaz vagy Ethephon — bizonyos fajokban gatolja, masokban nem befolyasolja a
fotoszintetikus aktivitast stresszmentes koriilmények kozott [62-65]. Ceusters és Van De Poel
[46] munkaja jol 6sszefoglalja az irodalomban eddig fellelhetd, vonatkozo eredményeket. De
vajon valoban elkonyvelhetjik az ET fotoszintézisre gyakorolt hatasat a leirtaknak
megfeleloként? Vagy csupan a vizsgalatok ET koncentracio- és expozicids ido, esetleg fejlodési
allapot-fliggd felbontasa nem volt elég alapos? Esetleg az ET forrés jellegétdl — mindsége €s
eredete — is fligg a hatas? Eddig csak mustarban mutattak ki, hogy alacsonyabb exogén ET
koncentraciok serkentik a fotoszintézist (a nagyobbak ott is gatlo hatasuak) [66].

ET-inszenzitiv mutdnsok vizsgalata alapjan elmondhat6, hogy az ET kozvetleniil
szabalyozza a fotoszintézist fiatal/nem-szeneszcens levelekben és indirekt modon iddsebb
levelekben, elsdsorban a szeneszcencia — példaul a klorofill lebomlas — befolyasolasaval (5.
abra). Ludfii ET-inszenzitiv mutansban (etrl-1) alacsonyabb klorofill tartalmat, RuBisCO
aktivitast, illetve néhany fotoszintézis-asszocialt gén repressziojat figyelték meg. Tovabba, az
etrl-1 és ein2 mutans ladfi, illetve ET inszenzitiv dohany (Nicotiana tabacum) transzgénikus
novények csokkent fotoszintetikus kapacitassal rendelkeznek, féleg telitési fényintenzitdsokon.
Tovabbi megfigyelések alapjan egy optimalis endogén ET szint allapot sziikséges a novényben
a normalis klorofill tartalom kialakitdsdhoz fiatal levelekben, mig a szeneszcenciara

hajlamosakban az ellenkezdje igaz [46]. Az exogén ACC, csakugy, mint az Ethephon gatolta a
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sOtétség és az abszcizinsav (ABA)-indukalt sztomazarast Vicia faba zardsejtjeiben,
valoszinlileg a H20. kioltd rendszerek serkentésével. Tovabba, a két modulator
sztomanyitodast indukalt sotétben [67, 68], utobbiban szerepet jatszhatott a nitrogén monoxid
(NO) szint csokkenése is [69]. Ezzel szemben az ET gaz, az ACC és az Ethephon is
sztomazarast valtott ki lidfiiben. Ugyanakkor, a megfeleld ET jelatvitel sziikséges mind a
normal sztomakonduktancia, mind a sztomaszam kialakulasahoz [46]. Az ET sztomazarast
indukalo hatasanak szignalizacidja csupan részben ismert, viszont Arabidopsisban a
receptoroktol downstream a heterotrimer G fehérje Ga alegységének (GPA1) aktivalodasaval
jar, mely serkenti az At-RBOH fiiggé NADPH oxidazok miikodését, igy H202 képzddést [70].
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4 oras ET expozicid 30%-os csokkenést okozott a szoja levelek fotoszintetikus
elektrontranszport kapacitasaban Waullschleger és munkatarsai [71] szerint. A CitERF13
tranziens overexpresszaltatdsa dohanylevelekben szignifikdnsan csokkentette a PSI és a PSII
kvantumhatasfokat telitési fényintenzitason [72]. Viszont az etr1-1, ET-inszenzitiv Arabidopsis
mutans is alacsonyabb PSII aktivitassal rendelkezett. Tovabba, a megndvekedett ET-termelésti
etol-1 mutansokban gatlodott az NPQ kifejlodése a violaxantin-deepoxidaz (VDE), a zeaxantin
bioszintézis kulcseznimének csokkent aktivitasa miatt [46]. Ezek szerint intakt ET-érzékelés és
normal ET produkci6 sziikséges a PSII optimalis mitkddéséhez. Az exogén forrasbol szarmazo
ET és a PSI aktivitasanak kapcsolatardl eddig nincs fellelhetd adat a szakirodalomban.

ET-inszenzitiv (etrl-1) ludfi fiatal leveleiben csdkkent, mig az iddsebb levelekben
megemelkedett RuBisCO aktivitas figyeltek meg a VT novényhez viszonyitva [46]. Az ET

szabalyozza a szénhidrat haztartast is. A gliikoz és ET szignalizacié kozott példaul kdlesondsen
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antagonista kapcsolat all fenn. ET-inszenzitiv ndvények hiperérzékenyek a gliikozra, mig a
konstitutiv ET valasz mutacio (ctrl) vagy az ET taltermelése (eto mutansok vagy ACC kezelés)
csOkkent cukorérzékenységgel jar. Az ET kezelés befolyasolja a szachardz szintézisért €s
2.1.3. Reaktiv oxigén- és nitrogénformak a névényekben, kolcsonhatasuk az etilénnel

A ndvényi sejtekben végbemend aerob metabolizmus redox-kaszkadjainak miikodése
soran elkeriilhetetlen a folyamatos ROF képzddés, melyek egyfeldl folyamatos antioxidans
kontroll alatt tartasa alapvet sziikséglete a sejteknek — hiszen némelyikiik komoly karokat tud
okozni, — mig masfel6l a novények hasznaljak a ROF-at vagy ROF-asszocialt masodlagos
bomlastermékeket (alkoxi vagy peroxi gyokok) a novényi életmiitkodés soran. A ROF
masodlagos hirvivoként funkcionalhat, mely médositja bizonyos gének expresszidjat, illetve
specifikus fehérjék aktivitasat a sejt redox-egyensulyanak megvaltoztatasaval. A ROF
kolesonhat tobb hormon szignalizacios elemeivel, illetve az indukalt lipidperoxidacio termékei
nemspecifikus jelmolekulakként is miikodhetnek [73].

A ROF molekuldk viszonylag rovid féléletidejiiek, mind koziil a legstabilabb a H20-,
melynek a tobbi molekulahoz viszonyitva Kisebb a reaktivitasa és membranokon is kénnyedén
keresztiil juthat, igy szignalmolekulaként is idealis. A H2O> keletkezhet a peroxiszomaban a
fotorespiracio soran, a glioxiszOmaban, a kloroplasztiszban — a mar ismertetett médokon — és a
mitokondrialis elektrontranszportlanc miikodésekor, ez esetben elsdsorban O2"-bol. A
plazmamembranban a NADPH-oxidaz, az apoplasztban pH-fliggd sejtfal peroxidazok, a
germin-szeri oxalat oxidazok és aminoxidazok is lehetnek a H.O forrasai [73]. A H20>
diffuzioval a membranokon vagy az aquaporinokon halad keresztiil [74].

A O2" keletkezhet a fotoszintetikus és a 1égzési (I-es, Il-es és IlI-as komplex)
elektrontranszportlancok mitkodése, illetve a mikroszomalis elektrontranszport soran. Tovabba
a sejtfal peroxidazok oxidalhatjak a NADH-t H2O- felhasznalasaval, mely soran O2" keletkezik,
ami azt kovetden H202-4 dizmutalodik a SOD altal. A két legreaktivabb szabadgydk, a 1O és
a HO® a mitokondriumban, a kloroplasztiszban és a sejt egyéb membranjaiban képzddhet, és
képesek lipidek, fehérjék ¢és nukleinsavak oxidalasara. Egyéb fontos ROF forrdsok a
citoplazmaban és az ER-ben talalhat6 citokrom Paso altal katalizalt detoxifikalo reakciok [73].
Azonban a kiilonb6z6 ROF-generaldé mechanizmusok hozzajarulasa a sejtek ROF termeléséhez
eltérd lehet [75].

A ROF szignalizacid a kiilonboz6 bomlastermékek mellett torténhet kozvetleniil a redox
érzékeny transzkripcios faktorok modositasaval is. A redox-szenzor proteinek — a cisztein €s

metionin aminosavakon — talalhat6 aktiv tiol-csoportokkal (-SH) rendelkeznek, melyek
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potencidlis ROF célpontok. Oxidéaciot kdvetden, a szenzorfehérjék kdlcsonhatasba 1épnek és
oxidaljak az effektor fehérjéket, feltehetéen redox-relét alkotva. A H2O2 metionin aminosavak
-S-CHjs csoportjaival is reakcioba 1éphet, mely a legtobbszor inaktivalja a fehérjét, tovabba az
érzékeld funkciot maguk az antioxidansok is ellathatjak [75].

A kloroplasztikus ROF termelés szorosan kapcsolodik a fény-fliggd fotoszintetikus
reakciokkal, igy az itt megemelkedett ROF akkumulacié jol jelzi a kiilsé vagy belsd
koriilmények megvaltozasat. Fotoszintetizald szovetekben, a mitokondrium hozzajarulasa a sejt
ROF termeléséhez relative alacsony. A peroxiszomalis H»2O» koncentracid szigoruan
szabalyozott a KAT 4altal, igy normal koriilmények kozott nem haladhatja meg a 10 uM-t az
organellumon belil. A peroxiszomaban torténd fotorespiracios H20. kioltas zavara
fotorespiraciot elosegitd koriilmények kdzott oxidaltabb iranyba tolja el a sejt GSH és aszkorbat
pool redox allapotat, mely a transzkriptom gyors atalakulasdhoz vezet. A peroxiszomalis KAT
aktivitas sziikség esetén leszabalyozodhat — példaul szalicilsav altal — és ez lehetdvé teszi a
tranziens H.O akkumulaciot. Az apoplasztikus ROF a sejtorganellumokkal ellentétben ROF
generald enzimek mitkddése soran keletkezik, mint a sejtfal peroxidazok, poliamin oxidazok,
NADPH oxidazok vagy RBOH-k (RESPIRATORY BURST OXODASE HOMOLOG), az
utobbiak miikodése kiemelten fontos a ROF szignalizdcoban abiotikus stressz soran. A levélben
talalhato H2O2 legnagyobb részt apoplasztikus eredetii [74].

Annak ellenére, hogy a ROF ,,csalad” fontos szignalmolekulaknak is otthont ad, talzott
mértékt akkumulacidjuk talterhelheti az antioxidans rendszereket, ami oxidativ karosodashoz
¢és novekedésredukciohoz vezethet a novényekben, melyet oxidativ stressznek neveziink [48].
A ROF kezelés — f6leg a H2O2 — képes stressztoleranciat kivaltani a novényekben, mivel
aktivalhatja a védelmi folyamatokat. A H20, a PCD ¢és a szeneszcencia egyik
kulcsszabalyozoja, mely szignalizaciés Utvonalak aktivalasaval indukalja a sejthalalt. A
sejthalalt kivalté oxidativ robbands bekapcsolasakor elsének O2" keletkezik. A legtobb egyéb
ROF a O2™ dizmutacidja soran, vagy azt kdvetden jon létre. A ROF a ndvényi ndvekedés soran
is fontos szereppel bir [73].

A ROF-on kiviil, a NO és szarmazékai, mint példaul a peroxinitrit (ONOO), a
dinitrogén trioxid (N203), az S-nitrozoglutation (GSNO), a nitrogén dioxid (NO.), a nitrozil
kation (NO™) [76], S-nitrozotiolok (SNO), nitro-zsirsavak (NO2-FA) sth. — gyiijténeviikon RNF
— is kiemelt szereppel birnak a novényi életfolyamatokban [77]. A NO géaz halmazallapott
ndvényi novekedésszabalyozé molekula, mely fontos szerepet tolt be a fejlédés soran, az
abiotikus- és biotikus stresszvalaszok kialakitasaban, beleértve a PCD-t is [78-80]. Eletideje

rovid, koncentraciojatol is fliggden szignalmolekulaként vagy destruktiv hatassal rendelkezhet
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[80]. Az allatokkal ellentétben — ahol a NO L-argininb61 képzddik a NO-szintaz (NOS) altal —
novényekben a NO létrejohet reduktiv és oxidativ tipusi enzimatikus reakciokkal [81-83],
illetve nem-enzimatikus tton is. Novényekben eddig még nem talaltdk meg az allati NOS
homolog enzimet, azonban a NOS-aktivitast mar kimutattak a peroxiszOmakban, viszont a NO
egyéb modokon képzddhet a kloroplasztiszban és a mitokondriumban is [84]. A NO hatasa
foleg a szarmazékai makromolekulakkal alkotott kdlcsonhatasan keresztiil valosul meg. Ezek
koziil a fehérje miikodést modositd hatasok a nitracid, az S-nitrozilacio, ahol a NO kovalensen

kotddik cisztein tiol csoportjaihoz és a metalloproteinek fémcentrumanak nitrozilacioja. A NO

crcr

crcr

tartjak kordaban. Utobbiak koziil a B-karotin antioxidans hat4saval képes kioltani a HO'-t, a
peroxil-gyokot és a O2"-ot, valamint a glutation is kiemelt antioxidans funkcioval bir. Az
antioxidans enzimek overexpresszaltatasa (pl. KAT, SOD, APX) novelheti a toleranciat szamos
kornyezeti stresszel szemben [84]. A SOD harom f6 izoforméaja van jelen ndvényekben, melyek
— fémion tartalmuk alapjan megkiilonboztetve — a mitokondrialis €s peroxiszomalis
elhelyezkedésti mangan SOD (MnSOD), a kloroplasztiszban talalhato vas-SOD (FeSOD),
illetve a citoplazmatikus, apoplasztikus ¢€s kloroplasztisz lokalizacioju réz/cink-SOD
(Cu/ZnSOD) [85]. Paradicsomban eddig négy Cu/ZnSOD, egy MnSOD ¢és harom FeSOD gént
azonositottak [86]. A MnSOD aktivitast nem gatolja a H2O2, mig a Cu/ZnSOD és FeSOD
miikodését igen [87].

A KAT a H;02-ra mM-os nagysagrendli szubsztrataftinitassal rendelkezik, ezért
miik6dése stresszfolyamatok soran valik jelentéssé [88]. A novényekben legtobbszor harom
izoformaja talalhato meg: KAT1, KAT2, KAT3, lokalizaciojukat tekintve a glioxiszOmakban
¢s a peroxiszomakban (KAT1 és -2), a sejtfalban (KAT1 és -3) [89, 90]. A mitokondrialis KAT3
eléfordulasat leirtak spendtban és kukoricaban is [91]. Szoveti kifejez6désiik alapjan ezek az
enzimek tovabbi csoportokra oszthatok: az 1. osztalyba a fotoszintetizalo szovetekben
eléfordulo, fényfiiggd expresszioval rendeklezd KAT enzimek tartoznak, mint példaul az
Arabidopsishan a KAT2; a I1. osztalyba a vaszkularis szovetekben lokalizalt KAT enzimek (pl.
a TOMKATI1 paradicsomban); a III: osztadlyba pedig a glioxiszomakban, leginkabb fiatal
novényekben és magvakban kifejez6d6 KAT enzimek sorolhatok [92]. Az APX, ahogy mar
emlitésre keriilt, szintén részt vesz a H2O> kioltasaban, azonban elektrondonorként redukalt
aszkorbatot hasznal. Affinitasa a H2O2-hoz pM-os nagysagrendii [88]. Paradicsomban harom
citoszolikus, két peroxiszomalis és két kloroplasztikus lokalizacioji APX izoenzimet

azonositottak [93]. A Kloroplasztikus APX szerepe korabban mar emlitésre keriilt, mig a
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citoszolikus izoenzimek altalanos védelmet nyujtanak stressz esetén. A mikroszémalis APX-ek
elsésorban a zsirsavak B oxidacidja soran eliminaljak a keletkezé H2O»-dot [94]. A ndvényi
peroxidazok (POD, EC, 1.11.1.7.) a H20: Ilebontasahoz elektron donorként aromas
vegyiileteket, in vitro mérésiik soran leginkabb gvajakolt vagy pirogallolt hasznalnak.
Megtalalhatoak a vakuolumban, citoszolban és a sejtfalban, de a sejtszervecskékben nem [88].

A ROF ¢és az antioxidansok kozott létrejovo egyensulyhidny oxidativ stresszt okozhat,
mely kialakulhat a talzott ROF akkumulaci6, illetve az antioxidansok kioltd képességének
csokkenése kovetkeztében egyarant [84]. Mivel a ROF kolcsonhathatnak a RNF-kal, oxidativ
mellett nitrozativ stressz is kialakulhat, melyet 0sszefoglaldé néven nitro-oxidativ stressznek
neveziink, amit szamos abiotikus faktor, koztiik a talaj magas sotartalma is kivalthat. A
folyamat kialakulasaban nagy szerepet jatszik a NO képzodése vagy elérhetdsége, melyet a
GSNO ¢és az azt lebontd enzim, a GSNO reduktaz (GSNOR) valamint a ROF (02" és H20z)
kozotti egyensuly szabalyoz [95]. A ladfii APX1 S-nitrozilacidéja megndveli az enzim H20»
kiolto aktivitasat és igy noveli az oxidativ stresszel szembeni ellenalloképességet [96]. A
nitracié egy nitro-csoport (-NOz) hozzaadasat jelenti a zsirsavakhoz, fehérjékhez vagy
nukleinsavakhoz. Fehérjék esetében létre johet a tirozin, cisztein, metionin vagy triptofan
aminosavakon, ami lehet hatastalan, okozhat funkcionyerést, vagy leggyakrabban
funkciovesztést. A NO és a O2" reakcidjabol létrejové ONOO™ altal medidlt nitracio a
legtobbszor az utdbbi tipusu hatast valtja ki, példaul néhany antioxidans enzim, mint a KAT,
vagy az APX stb. esetében. A ONOO™ vezérelt tirozin nitracid nitrozativ stresszt valthat ki a
sejtben, igy ez a molekula jo markereke ennek a stressztipusnak. A PRX képes detoxifikalni a
ONOO™-et, viszont aktivitasat gatolhatja az S-nitrozilacid, csakugy, mint az RBOHD-t
Arabidopsis-ban [77]. A ONOO" felhalmozddas csokkentheti a sejt O™ tartalmat, igy végsd
soron védheti a biomolekuldkat az oxidaciotdl és megakadalyozhatja a tovabbi ROF
termelédést. A legjabb eredmények szerint, a ONOO™ nem olyan toxikus ndvényekben, mint
az allatokban. Tovabba, a ONOO~ csOkkentheti a H»O, termelddését a SOD szamos
izoformajanak blokkolasa altal [96].

Bar stressz soran, mint a sostressz [97, 98], vagy az ozmotikus stressz [99], szamos
tanulmany vizsgalta az ET és a ROF, illetve az ET és a RNF kapcsolatat, azonban stresszmentes
koriilmények kozott, néhany fejlédési folyamatot — példaul a szeneszcencia, a gyokérfejlodés,
illetve az azzal asszocialt PCD — és a sztdmazaras szabalyozasat kivéve az ET és a szoban forgd
reaktiv molekuldk szimultan vizsgalt kolcsonhatdsardl viszonylag keveset tudunk. Tovabba, a
szakirodalomban fellelhetd — specifikus stressz faktor jelenléte nélkiili — vizsgalatok ritkan

terjedtek ki a ROF és RNF, illetve az ET kapcsolatanak, valamint az idébeni egymasra hatasuk
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egyidejii monitorozasiara. A ndvényi sejthaldl kiilonboz6 tipusaiban az ET és a ROF
kolcsonhatasa alapvetd. Az exogén Ethephon kezelés H20, akkumulaciot és szeneszcenciat
indukalt édesburgonya-levelekben [100]. A rizs mellékgyokér primordium képzodését
megel6z6, ET-indukalt epidermalis sejthalal soran a H>O2 downstream hatott az ET-t61 és
fliggott a O" termeld NADPH-oxiddz aktivitastol, tovabba az ET és a H»O» egymast
amplifikalo szignalként funkcionalt a folyamat soran [101]. A H202 akkumulaci6 stimulalta az
ACO expressziot és az ET bioszintézisét transzgénikus burgonyaban [102].

Szamos ET jelatviteli elem vesz részt a sejtek ROF valaszanak kialakitasaban. Az
Arabidopsis erf6 ROF-indukalt expresszidja Ca®" és NADPH-oxiddz (RbohD)-fliggd
szignalizaciot igényel. Az AtERF6 pozitiv antioxidans szabalyoz6 a ndvényi novekedés és a
stresszvalasz soran [103]. Az ET indukalt MAPK kaszkad szabalyozza a ROF termel6dést az
RBOH gének transzkripcionalis szabalyozasaval [104]. A paradicsom TERF1 az SIEIL3 és
SIEILA4 altal szabalyozott ERF transzkripcios faktor, exogén ROF general6 vegyiiletek hatdsara
is indukalodik. A TERF1 ektopikus expresszaltatasa dohanyban fokozta a KAT expressziojat
[105]. Tovabba Agrostis stolonifera elékezelése ACC-vel példaul fokozta SOD, az APX és a
POD aktivitasat hOstressz soran [106]. Az 1- metilciklopropan kezelés (1-MCP) — ami elfoglalja
az ET receptorok ET kotohelyét, igy gatolja az ET hatast — csokkentette a POD ¢és a KAT
aktivitasat szilvaban [107]. Az exogén Ethephon indukalta az NtKAT2 és NtKAT3 izoenzimek
expresszidjat dohanylevelekben [108]. A ROF amplifikalhatjak az ET jelatvitelt az ETO1 és
ET bioszintézis-asszocialt géneken keresztiil [104]. Burgonyagumok sebzésekor az ACC-bol
nem-enzimatikus médon is képzédhet ET, a O,™ és az ACC reakcidja soran [109].

A NO az ET bioszintézist is szabalyozhatja, radadasul tobbféle médon. Ludfitben a
NOA1-fiigg6 (NITRIC OXIDE-ASSOCIATED 1) NO akkumulacié blokkolta az ACS1
szeneszcencia-indukalt bekapcsolasat [110]. A Yang-ciklus kiilonb6z6 enzimjei is célpontjai
lehetnek az S-nitrozilacionak. Ezzel szemben, exogén NO-donorok ludfii és dohany nem-
szeneszcens leveleiben stimuldltdk az ET-termelést. A két molekula kdlcsonds befolyassal bir
egymas bioszintézisére, hiszen az ACC kezelés NO emissziot valtott ki borsolevelekben,
NO produkeci6 fokozasaval [112], viszont gatolta az ABA indukalt sztomazarast a zardsejtek
NO mennyiségének csokkentésével Vicia faba levelekben [113]. Mindezen tul, NO
jelenlétében destabilizalodtak, majd proteolitikusan lebontodtak a VII csoportba tartozé ERF-
ek [114]. Tovabba, az ein2-1 ladfi sejtekben fokozott O.™ és ONOO™ akkumulaciot figyeltek
meg [115].
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2.1.4. Az etilén prekurzora, az 1-aminociklopropan-1-karbonsav (ACC)

Az ET kozvetlen prekurzora, az ACC, egy diszubsztitualt, ciklikus alfa-aminosav 101 Da
molekulasullyal. Haromtagt ciklopropan gytriije az alfa szénatomhoz fuzionalt [116]. Az
ACC-t oxigén és aszkorbat jelenlétében az ACO ET-n¢ alakitja CO2 és CN™ képzddése mellett,
melyet a f-cianoalanin szintdz B-cianoalaninnd konvertdl. Az ET bioszintézisben betdltott
funkcidjadhoz az ACO Fe?* kofaktort és aktivatorként bikarbondtot igényel [16]. Az ACO
transzkriptumok szdveti megoszlasa fontos markere az ET-termelés lokalizacidjanak [117]. Az
ACC ¢s néhany konjugélt forméja gyorsan transzportdlhato — akar percek alatt — a novények
szOveteiben, a xilémen ¢és a floémen keresztiil is [118]. Napraforgo-csirandvények 1 oras, 10
UM ACC-s kezelése sordn a *C-ACC gydkérhez adasat kovetden, 0,5 oraval késdbb mar
mérhetd volt *C-gyel jeldlt ET kibocsajtas a levelekben, ahol 6 dra utan visszaallt a normalis
ET emisszi6 értéke, ahogyan a gyokérben is. A ¥C-MACC koncentraciok 2 oran beliil
tilhaladtk a levél 1*C-gyel jelzett ACC tartalmat, mig a gyokérben ez 6 oraba tellett. 24 6ra
elteltével, Iényeges mennyiségli radioaktivitds exudaciot fedeztek fel a gyokérbdl mind az
ACC, mind a MACC frakcioban [119]. Az ACC hossztavua transzportja szamos stressztipus
hatasara is (tdpanyag-stressz, szdrazsag- vagy sostressz) bizonyitottan megtorténik a gyokérbol
a hajtasba [16]. Az ACC szubcellularisan kompartmentizalédhat a tonoplasztban [120]. A
novények endogén ACC tartalmat a magasabb fényintenzitasok novelik [121], tovabba az ET
felszabadulas kapcsolodhat a fotoszintetikus aktivitashoz is [122].

Az ET felhalmozodhat a ndvények kiilsé kdrnyezetében is, mind a légtérben, mind a
talaj gazfazisaban. Hajdandn, a gépjarmivek kipufogd rendszere mérheté mennyiségii ET-t
bocsajtott ki a kornyezetbe, mely szennyezett teriileteken (akar 0,70 pL L7 koncentraciot
elérve) befolyasolta a novényi novekedést [123]. Az ET relative alacsony koncentracioban (0,1
uL L) elésegiti a levél [124], a koleoptil vagy a petiolum megnytildsat bizonyos fajokban, mig
a nagyobb koncentraciok gatld hatastnak bizonyulnak [2]. Az ET-okozta ndvényi
novekedésgatlis a legtobb esetben 1 puL LT (6,5 x 10° M, 25 °C) ET koncentraciotol
kovetkezik be, mely egyéb, tipikus tiineteket, mint példaul a levél epinasztiajat vagy korai
szeneszcenciat eredményez [125]. Szerencsére, mara a gépjarmiivek ET kibocsatasa
lecsokkent, igy az ET gaz csak specialis koriilmények kozott érhet el gatlo koncentraciot a
természetben, ilyen a biomassza égetés vagy spontan erddtiizek és a helyi/antropogén
tevékenységbol szarmazd ET kibocsajtasok [126]. A szennyezetlen teriiletek ET koncentracioja
0,03-0,50 uL L kozott véaltozhat [123].

Az ET parcidlis nyomasa a talaj gazfizisaban joval magasabb, 0,50-17,60 uL L*
koncentracié kozé eshet [124]. A talajban, az ET képzddhet a szerves anyagok lebomlasa soran
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¢s néhany talajlaké mikroorganizmus szintén képes szintetizalni kiillonb6z6 prekurzorokbol
[118]. Nemcsak az ET, hanem az ACC is képes felhalmozodni a gyokér kornyezetében. A
talajvizben az ACC elérheti a 0,23-0,52 uM L koncentraciot eldrasztott paradicsomgyokerek
kornyezetében [127]. Egyéb kis molekulaval egyetemben, a novény altal szintetizalt ACC egy
része szekretdlodik a gyOkerekb6l a talajpa és nemcsak mas novények, hanem a
gazdanovénnyel laza asszociacioban €10, rhizoszféra-baktériumok is felvehetik [118]. E
baktériumok koziil szamos torzs indol-3-ecetsavat, auxin tipusi novényi hormont is termel,
mely stimulalja az ET bioszintézisét a novényben az ACS serkentése altal. Az ACC-deaminaz
(ACCD) enzimmel rendelkez6 talajbaktériumok lebontjak az ACC-t, igy a talajoldat illetve a
talajlevegd ET/ACC szintjének csokkentésével stimulaljak a gyokér ndvekedését [128].
Tovabba, ezek a mikroorganizmusok el6segithetik az esszencialis elemek felvételét és
megeldzhetik a kornyezeti stresszorok karos hatasat a ndvényi szisztemikus rezisztencia
indukalasaval [118, 129].

14 vizsgalt S. lycopersicum fajta csirandvényei koziil a legtobb magas, de a tobbi is
legalabb kozepes érzékenységet mutatott az ET-re az etiolalt csirandvények hipokotiljanak ET-
indukalt megnytlasos ndvekedésgatlasa alapjan, melyet 100 uM-0s exogén ACC kezelés
segitségével monitoroztak. Kifejlett novények esetében — a levél epinasztia mértéke alapjan —
is hasonl6 eredményeket tapasztaltak, bar utobbi esetben a jelenséget exogén ET-nel valtottak
ki. Mas Solanaceae csaladba tartozo fajban az ET valaszreakciok sokkal nagyobb mértékben
fliggtek a fejlédési allapottol [130].

Az ACC-t szamos tanulmany soran alkalmaztak ET-t generalé molekulaként a hormon
hatasainak megismerésére. Az exogén ACC-nek a gyokér megnyulasara kifejtett, elsdsorban
gatlo hatasat 1 pM-nal kisebb koncentracioban is kimutattak, de kiilonbozo fajokban, széles, 5-
50 uM-os koncentracidban is vizsgaltak [131-133]. Mindezek mellett az exogén ACC
megnovelheti a gyokér frisstomegét is [134], viszont 24 oras, 100 uM-os ACC kezelés
csokkentette a gyokér hidraulikus vezetOképességét paradicsomban [135]. Agrostis stolonifera
lombozatanak, a hdstresszt megeléz6, 100 pM-0s ACC-vel torténd permetezése ndvelte a
hétoleranciat, valosziniileg az antioxidansok serkentésével [106]. Lemna minor 0,01-1000 uM-
0s ACC oldatokban, sotétben torténd inkubécidja soran nem figyeltek meg telitést az ACC
felvételében, viszont az ET-termelés 10 uM exogén ACC jelenlétében telit6dott. Tapasztaltak
mérhet6 novekményt az ET kibocsatasban 0,01 uM ACC jelenlétében is [136].

Az ujabb eredmények azt sugalljadk, hogy az ACC ET-fliggetlen moddon is
befolyasolhatja a novények ¢életfolyamatait [16, 137] els6sorban a gyokérben [17, 138, 139],
viszont a kdzelmultban a hajtas esetében is mutattak ki ET fiiggetlen ACC hatast [140].
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2.2. A sostressz, mint az egyik f6 abiotikus stresszfaktor

A helyhez kotott novényi életnek gyakorta kell megbirkoznia a kedvezétlen kornyezeti
feltételekkel, melyek koziil a talaj magas sotartalma az egyik legfobb abiotikus stressz tényezo
[141]. A sos talajok szilard vagy folyékony fazisukban kiilonféle sok ionjainak dominans
befolyasa alatt allnak [141]. Ugyanakkor, a novények ez altal elszenvedett karosodasai faj-,
fajta-, novekedési allapot-, kdrnyezeti faktor- és soion-fliggdk lehetnek, igy nehéz pontosan
definialni e talajokat. Altalanosan elfogadott kritérium, hogy ha a gyokérzona telitési
extraktumanak — az a vizzel telitett oldat, amit kivontak az adott talajmintabol — elektromos
vezetbképessége eléri, vagy meghaladja a 4 dS m™ értéket, 25 °C-on, illetve amennyiben a
kicserélheté Na™ mértéke eléri a 15%-0t, a vizsgalt talaj magas sétartalmuinak tekintendd [142,
143]. A FAO 2008-as adatbazisa szerint, a vilagon 800 milli6 ha foldteriilet érintett, mely 2015-
re 1 milliard ha-ra nétt [144, 145], beleértve az ont6zott termbfoldek legalabb 20%-at [146].

A talaj s60sszetétele szerint megkiilonboztetjiik a szalinitast, mely az 6sszes asvanyi s6
optimum feletti koncentracidjat jelenti, illetve a szodicitast, mely a Na* tobbletet fejezi ki [147]
A natriumsok elektrolitjainak — leginkabb natrium klorid (NaCl) és natrium szulfat (Na2SOs) —
kozel semleges reakcidjaval létrejové nagy soétartalmu talajok a leggyakoribbak, melyek
leginkabb szarazabb régiokban fordulnak el6 [141]. Eurdpa dsszteriiletének 3,6%-a — 73 millio
ha — érintett a magas szodicitas altal [145]. Hazankban szikes talajok foleg a Duna-Tisza k6zén
(Homokhatsag), a Tiszantalon (Korosvidék, Hortobagy, Nagykunsag) talalhatéak [148]. Az
oldhato sok felhalmozodasa jelentdsen csokkenti a talajok értékét és termOképességét, bioldgiai
aktivitasat, megvaltoztatja a fizikai és kémiai tulajdonsagaikat [141]. A problémat okozod
legéltalanosabb kationok a Na*, a Ca®* és a Mg?", mig az anionok a CI, a SO4* és a HCOs".
Mivel a Na* a talaj fizikai struktarajat is rontja és a Na® és a CI is toxikus a megfeleld
koncentracioban a ndvényekre, ezért ezeket tekintik a legfontosabb ionoknak. A sos talajok
kialakulhatnak természetes €s mesterséges uton is. A nem megfeleld Ontdzési rendszerek
haszndlata kiemelkedd az antropogén hatdsok koziil. A masodlagos sohatés is felléphet, ha a
talajban vagy a talajviz mélyebb rétegeiben tarolt so mobilizalodik és eléri a gyokérzonat [149].

A rohamosan ndvekvé teriiletli, magas sotartalmu talajok okozta probléma komoly,
hiszen a termesztett haszonndvényeink tobbsége glikofita, tehat érzékenyek vagy
hiperérzékenyek a talaj sotobbletére [150]. Szerencsére akadnak koztiik mérsékelt
sotolerancidval rendelkezd fajok/fajtdk — példaul a paradicsom — is, melyek ndvekedését a tal
magas sokoncentracio szintén gatolja [151]. A talaj sotartalma a természetben altalaban

fokozatosan nd meg, azonban antropogén hatasokra hirtelen is megemelkedhet [152].
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A magas sotartalom novényekre gyakorolt kedvezdtlen hatésait sostressznek nevezziik.
Jelen disszertacio keretei kozott, sostresszként a NaCl — mint a leggyakrabban eldforduld és
legtobb problémat okozo sotipus — hatasait targyaljuk. Mindezek alapjan elmondhat6, hogy a
novények sostresszre adott valaszreakcidinak alaposabb megismerése globalis jelentéségii.
2.2.1. A sostressz-specifikus novényélettani hatasok
A sostressz hatasa a novényekre ozmotikus és ionikus komponensekre bonthaté [146]. Az
ozmotikus komponens — mely megeldzi az ionikust — a talajoldat ozmotikus potencialjanak
esését jelenti, ami csokkenti a viz hozzaférhetéségét a novények szamara [153]. Ez
megvaltoztatja a gyokér hidraulikus konduktivitasat és zavarokat okoz a xilémtranszportban is
[147]. Az igy kialakuld vizdeficit ABA-fiiggd (példaul a sztomazaras) és ABA-fiiggetlen
(példaul a fotoszintézis hatékonysaga €s a fotoinhibicio stb.) utak aktivalodasan keresztiil [152]
a biomassza produkcid csokkenését eredményezi [154]. Az ozmotikus hatas a sokoncentracio
emelkedésével azonnal jelentkezik, viszont — amennyiben nem tortént plazmolizis — a gyokér
novekedése hamar helyreall, vagy bedll egy csokkent alapszintre, mely a hajtasban idében
kés6bb tapasztalhato [155]. A természetben az ozmotikus hatas kevésbé kifejezett [152].

Az intercellularis térben taldlhato s6oldatok kémiai potencialja kibillenti az apoplaszt és
szimplaszt kozti vizpotencidl egyensulyat, mely turgornyomds csokkenést ¢és végiil
novekedésgatlast eredményez. Ebben a helyzetben a sejtek ozmotikus adaptaciora vald
képessége hatarozza meg a tulélésiiket [150]. A NaCl kezelés gyorsan indukalja az inozitol-
1,4 5-tiszfosztat  (IP3) prekurzor, foszfoinozitid foszfatidilinozitol-4,5-biszfofosztat
bioszintézisét, és az IP3 koncentracié ndvekedése kdzvetiti a jelet a sejt Ca?" mobilizalasa felé.
A citoszolikus Ca?* a plazmamembran, a tonoplaszt és az ER membranjaiban talalhato Ca®
pumpdkon ¢és csatorndkon keresztiil transzlokalodik. A downstream elhelyezked6 MAPK
kaszkédok befolyasoljak a génexpresszidt szamos transzkripcios aktivator foszforilalasaval. Az
ozmotikus egyensuly felboruldsa sordn fontos a sejtmembran integritdsdinak megdrzése, mely
membran-tjrarendezddés Utjan valosulhat meg Amennyiben a membranintegritis sériil, az
elektrolitok kiszivaroghatnak a sejtb6l. Az ozmotikus adaptacid megtorténhet kompatibilis
ozmolitok akkumulalasaval, melyek lehetnek kiilonféle szerves ozmolitok — példaul egyszerii
cukrok, diszacharidok, cukoralkoholok stb. — de jelentheti a szervetlen ionok, féleg a K*
felvételét és felhalmozasat is. A kompatibilis ozmolitok helyreallithatjak a sejt ozmotikus
potencidljat a metabolikus folyamatok gatlasa nélkiil. Tovabba ozmoprotektansként védik a
fehérjéket, a membranokat, illetve antioxindansokként is funkcionalnak [152].

A sostressz ionikus komponense a Na* és CI" ionok lassu felhalmozodasa altal az

ionhomeosztazisban okozott zavart jelenti. Az ionfelvétel megvaldsulhat szimplasztikus és
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apoplasztikus Gton. Példaul rizsben a Na* és a CI" felvétele a xilémbe 50%-ban apoplasztikus
transzporttal megy végbe, mely egy folyamatos aramlast jelent a kiilso tér és a xilém kozott. A
Na* bearamlas a sejtbe a legnagyobb mértékben a nemszelektiv kationcsatornakon (NSCC)
keresztiil torténik a glikofitdkban, tovabba a folyamatban részt vehetnek a HKT1; az aquaporin
AtPIP2,1; a shaker-tipusa K" csatornak, mint az AKT1 (akar 30-40%-ban) és az LCT1 kis-
affinitasu kation transzporter. Mindazonaltal, intakt gyokerekben az egyiranyG Na* influx
sebessége a 20-200 uM g friss tomeg ht hatarok kozott mozog. A Na* ionnal ellentétben a CI
esszencialis ion, mely H*/CI szimporttal juthat a sejtbe, feltételezhetéleg anion csatornakon
keresztiil, azonban a specifikus felvételének molekularis mechanizmusa eddig ismeretlen [156].
A K' a novényekben a sejt legfontosabb, esszencialis kationja, alapvetd szerepe van a
turgornyomas fenntartasaban, valamint a membranpotencial, a membranintegritas €s funkcio
megorzésében, tovabba szamos enzim milkodéséhez sziikséges [152]. A névényi sejtek
ionfelvevd rendszerében a Na* a K* direkt kompetitora, rdadasul magas sdkoncentraciok esetén
a Na" felvétele sokkal hatékonyabb, mint a K™-é [150]. A magas extracellularis Na*
koncentracié az alacsony szelektivitasu K* felvevé rendszereket érinti, mig a nagy-affinitasa
rendszerek tovabb mikodnek sostressz soran is és kiemelt szerepiik van a sotoleranciaban
[152]. A citoplazmaban felhalmozodott Na* a K™-hoz viszonyitott, magasabb toltéssiirlisége
miatt tobb vizet vonz maga koré és dehidratalja a fehérjéket, melyek igy elveszithetik nativ
konformaciojukat, tovabba a DNS-re is hasonlé hatassal lehet [156]. Stresszmentes
koriilmények kozott a citoszolban koriilbeliil 20 mM Na* és 100 mM K* talalhato, azonban
amennyiben a K*/Na*" ardny ett6l jelentésen eltér, az enzimatikus folyamatok, illetve a
fehérjeszintézis gatlodhat [158]. Mivel a Na* és a K* ionok kozti fizikokémiai hasonldsag nagy,
kompetitiv kapcsolat all fent koztiik a K* koté enzimek Katalitikus helyeiért [150], ez azonban
nem minden enzimnél jelent gatlast, illetve azoknal, ahol mégis, a Na* mennyiségnek a K*
tartalom tobbszorosét kell elérnie [156]. A citoszol magas K*/Na* aranyanak meg6rzése tehat
fokozza a novények sotolerancidjat. A novényi védekezés megvalosulhat — tobbek kozott — a
Na* vakuolumba torténé kompartmentizaciojaval, valamint a kevésbé fontos szdvetekben
torténd felhalmozasaval [150]. A Na® és a K* Gjraclosztasa a sejtkompartmentumok kozott
fontos a citoszol magas K* tartalmanak fenntartasahoz [159]. A NaCl-indukalt K* kieresztés a
GORK-on (GUARD CELL OUTWARD RECTIFYING K" CHANNEL) keresztiil valdsul
meg, melynek az aktivitas csokkenése segiti a sotoleranciat [160]. A sotiird halofitak képesek
fenntartani a megfeleld K'/Na* aranyt a citoplazmajukban, melyre specialis K™ felvevd
rendszereket fejlesztettek ki. A citoszolikus CI" enzim inhibitor hatasat 80-100 mM

koncentraci6 f0lott fejti ki. tovabba, az ionikus komponens a membranpotencial befolyasolasan
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keresztiil — mivel szamos transzportfolyamat fesziiltség-fliggd — megzavarhatja az esszencialis
tapanyagok felvételét [156].

A kiilsé tér megemelkedett Na™ koncentracidjanak érzékelését végz6 szenzort egyelére
még nem talaltdk meg, azonban az egyik jelolt a SOS5 (SALT OVERLY SENSITIVES)
plazmamembran lokalizalt fehérje, tovabba az Annexinl (ANNI1) is képes érzékelni az
extracellularis Na* koncentracio emelkedését, melynek hatdsara ROF-aktivalt Ca?* bearamlast
indit el a sejtbe (6. 4bra). A sejten kiviili Na* az intracelluldris Ca?*, foszfatidsav (PA) és
ciklikus-guanidin monofoszfit (cGMP) ndvekedéséhez vezet. A sostressz 4ltal indukalt Ca?*
szignalt a SOS3 — mirisztiralt, EF-hand tartalmu, kalcium-koto fehérje — érzékeli, mely eldsegiti
a Ser/Thr protein kinaz, SOS2 ¢és a SOS3 komplex képzddését. Ez foszforilalja, €s aktivalja a
SOS1, Na*/H" antiportert, mellyel serkentia Na* eltavolitasat a citoplazmabdl, tovabba a SOS2-
SOS3 komplex meggatolja a Na* felvételét a HKT2-n keresztiil. A SOS1 segiti a Na* ionok
betoltését is a xilémbe. A PA ettdl fliggetleniil az MPK6-on keresztiil is aktivalhatja a SOS1-t.
A SOS2 kozvetleniil befolyasolhatja a vakuolaris ATP-az (V-ATPaz) aktivitasat is, illetve
egyéb vakuolum transzporterét is, mint a CAX (ARABIDOPSIS CALCIUM EXCHANGER)
ésaz NHX (Na*/H* ANTIPORTER). A citoszolikus Ca?* ([Ca?*]cit) akkumul4ci6 hathat a SOS1
gén promoterére is az RSAL-RITF1 (ROOT IN SALT MEDIUM 1-RSA1 INTERACTING
TRANSCRIPTION FACTOR) komplex kialakulasanak elésegitésével. A CDPK3 és a [Ca®*]cit
aktivalja vakuolaris kétporusu K* csatornakat, igy a K* kieresztését a vakuolumbdl a citoszolba.
A cGMP megemelkedése valdszintileg a ciklikus nukleotid-kapuzott ioncsatornakon (CNGS)
és a glutamat-receptorokon (GLR) keresztiil gatolja a Na* felvételt. A PIP2;1, a CNGC és a
GLR blokkolhaté Ca?* hozzaadasaval [156].
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A SOS2-SOS3 komplex szamos gén expressziojat is indukalja, beleértve a SOS1 gént
is. A NaCl végiil interferal a Ca®" felvétellel is, igy csokkenti a kationnak a citoszolikus
koncentracidjat, mely egyébként fontos a membranstabilitashoz, az ozmotikus egyensuly
megtartasahoz és a sejten beliili jelatvitelhez [152]. A xilém parenchima sejtekben talalhato
AtHKT]1 kivalasztja a Na™-ot a xilémelemekbd] a xilém parenchima sejtekbe. Ezt kdvetéen a
Na* plazmodezmoszokon 4t a floémbe jut szimplasztikus diffuzidval. Ez csokkenti a levelek
Na* terhelését sostressz soran [161]. A séhatas kifejlédése soran az akut, leginkabb gyors
ozmotikus fazis egy altalanos stresszvalaszt valt ki a ndvényekbdl, viszont a késoi valaszgének
NaCl specifikusak [105].

A so6-indukalta sztdmazaras nem csupan a novény vizmegdrzését biztositja, hanem a
karos ionok felvételét is limitalja [162]. Ugyanakkor, ez a mechanizmus a fotoszintetikus
aktivitas és a biomassza termelés csokkenéséhez vezet [154], a megmaradt energia pedig
felhasznalodik a védelmi folyamatok mitkodtetésére [163]. A ndvekedés csokkenése a fel nem
hasznalt fotoszintetikus termékek felhalmozodasahoz is vezethet a szovetekben [164]. A
sostressz csokkentheti a levelek klorofill és karotinoid tartalmat is [165], tovabba a
kloroplasztiszban megnvekedhet a Na* és a Cl” koncentracioja és csokken a K* tartalom. Bar
a RuBisCO nem tul s6érzékeny, a Na* mas CBC enzimek aktivitasat csokkentheti, igy a
sostressz kozvetleniil is gatolhatja a fotoszintézist. A megemelkedett ROF produkcid, a Na* és
a CI” bejutasa a sztromaba sostressz soran megvaltoztatja a sztroma iondsszetételét, ami gatolja
a granumok Osszeflizodését, igy csokkenti PSII aktivitasat. Mindemellett, a K* homeosztazis
megzavarasa a protonmozgaté erd ApH komponensére is hathat [163]. A NaCl ionjai
karosithatjak a fénybegylijté komplexeket is [166]. A CET-PSI aktivitasa sOstressz soran
alapvetd szerepet jatszhat, mivel nemcsak extra ATP-t termel, hanem csdkkenti ROF képzddést
is, valamint az 4ltala létrehozott ATP javasolt a Na* tlzott akkumulacidjanak megel6zésére
szoja kloroplasztiszokban. A CI" nemcsak a PSIl komplex egyik kofaktora, hanem szamos
egyéb kloroplasztikus folyamatban is fontos szerepld, ugyanakkor a sostressz okozta talzott CI°
akkumulacio telitheti a Cl” kotédését a PSII-hoz, mely megemelkedett ROF produkciohoz és
fotoinhibiciohoz vezethet glikofitakban [163].

A ROF —pl. 02", H203, "OH — és a NO szignalmolekulaként is részt vesznek a sostressz-
valaszok kialakitasdban, tGlzott mennyiségiilk azonban masodlagos, nitro-oxidativ stresszt
indukal a ndvényi sejtekben, mely a sostressz harmadik komponensének is tekinthet6 [105,
150]. Nyarfa kallusz sejtekben a so-indukalt H2O> termelés sétoleranciat indukalt, a Na* szintek
alacsonyan, mig a K* tartalom magasan tartasin keresztiil. Ezen tilmenden, a sokezelésnek

kitett, talajban nevelt Arabidopsis novények gyokereiben az AtrbohF altal megndvelt
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vaszkularis ROF (O2") produkci6 korlatozza a xilémnedv Na® tartalmat, igy csokkenti a Na*
transzportjat a gyokérbol a hajtasba, ahol igy magasabb K*/Na™ aranyt és sotoleranciat indukalt
[167]. A ROF a Na* és K* homeosztazist a plazmamembran Ca?* ateresztd csatorndjanak
aktivitasan keresztiil IS szabalyozhatja, mely befolyasolja a downstream elhelyezkedd
komponenseket, mint az MPK-ok, a SOS2 és hasonlo fehérjék. Tovabba, a ROF kifejtheti
ezirAny( hatasat a SOS1 mRNS stabilitasanak fokozasaval, illetve a plazmamembran H*-
ATPaz aktivitasanak kontrollalasaval [105].

A sostressz soran a tolerancia kialakitasaban kiemelt szerep jut az antioxidans
enzimeknek. A KAT aktivitasa novekedhet és gatlodhat is hatasara, tovabba az APX és a SOD
aktivitas is érintett lehet [168]. A tulzott ROF produkcié K* kidramlashoz vezethet, foleg a
GORK ¢és NSCC csatornakon keresztiil, ami inicializalja a PCD-t [156].

A sostressz szignalizacioban a NO és a tobbi RNF is szerepet jatszhat [169]. Sokezelés
soran megemelkedett a NO felhalmozodas szamos novényi szervben [170, 171]. A
szakirodalomi eredmények alapjan a s6-indukalta NO akkumulacio fligg a stressz mértékétol
¢és id6intervallumatol, valamint a szovetek koratol [171-173]. A magas NO koncentracio
onmagaban nem olyan karos [174]. Séstressz soran a thlzott NO és O2™ akkumulacio viszont
ONOO" képzbddéséhez és nitrooxidativ stressz kialakulasahoz vezet a ndvényekben [175]. NaCl
jelenlétében a NO fokozta az antioxidans enzimek aktivitasat [172, 176, 177], tovabba
szignalként is funkcionalhat a megemelkedett Na*/K* hatasara, aktivalhatja a plazmamembran
Na*/H" antiportert, a plazmamembran és vakuolaris H* ATPazt és a H" pirofoszfatazt [172,
178]. A NO akkumulacio a sokezelés nagyon korai szakaszaban — percekt6él orak — elérheti a
maximum szintjét [98]. A sostressz megnoveli az SNO akkumulaciot is [179].

Sostressz soran a Na* felhalmozodas okozta membran depolarizacié K kiaramlast valt
Ki a sejtb8l. A [Ca®]cit emelkedése fokozza a ROF produkciét, mely a mar leirt modon egy
pozitiv visszacsatolasi kort eredményez. Ez tovabbi K* effluxot okoz, majd a citoszol K*
tartalma lecsokken, ami aktivalja a cisztein protedazokat, végiill PCD-hez vezet [158]. Az
oxidativ robbands, a DNS feldarabolodasa, illetve a sejtmagi kromatin-kondenzacio is
megfigyelhetd a sostressz-indukalt PCD soran a novényekben [180]. A DNS fragmentacio,
mely akar a NaCl expoziciot kovetd 1 ora elteltével is detektalhatd, az ionikus stressz
eredménye [181, 182]. A sejtek megemelkedett elektrolit-kieresztése is tipikus PCD jellemzo,
tovabba gyakran hasznaljak a sdtolerancia meghatarozasara is, mivel legféképpen a K* effluxot
jelzi, ugyanakkor a K* fogyas tarsulhat Ca?* és H* kidramlassal is a sejtbdl. [183-185].
Ugyanakkor a s6-indukalt PCD megjelenése vagy mértéke fligg a stressz er6sségétdl is [98].

Fontos megjegyezni, hogy a sostresszre adott valaszreakciok kialakulasaban is kiemelt szerepet
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jatszanak a ndvényi hormonok [186], azonban a jelen dolgozat a szupraoptimalis
sokoncentracio és az ET kapcsolatanak vizsgalatara tér ki, melynek szakirodalmi vonatkozasait
a 2.2.3. alfejezet targyalja.
2.2.2. A paradicsom sostressz reakcioi

A novények sostresszre adott valaszreakcidi nagyban fliggenek annak erdsségétol.
Nyolchetes paradicsomnovények 100 mM NaCl-dal torténd kezelése a hetedik napra
szignifikdns mértékben csokkentette a hajtashosszt, a teljes novény friss tomegét, valamint az
0ssz-karotinoid tartalmat, a klorofill a és b 6sszemennyiségét, ugyanakkor nem befolyasolta a
membranok oxidativ karosodasat jelz6, malondialdehid (MDA) tartalmat [187]. Paradicsom
szuszpenzioban kb. 20%-os életképesség redukciot detektaltak egy hetes, 100 mM NaCl
koncentracié hatasara, mely azonban hosszabb tavon regeneralodott. Ezzel szemben 300 mM
NaCl teljesen lecsokkentette a sejtek ¢letképességét €és az elektrolit-kieresztés mértéke is
csaknem elérte a 70%-ot, tovabba még magasabb ROF produkciot eredményezett. Bar itt 100
mM NaCl hatésara is csokkent a K*/Na* arany, 300 mM-os s6 esetében ez sokkal erésebbnek
bizonyult az intenziv K* kieresztés és a sokkal nagyobb ardnyu Na* akkumulacié miatt [188].
Ezen tilmenden, 250 mM NaCl PCD-t valtott ki paradicsom sejtszuszpenzidban is, és 6 ora
leforgasa alatt a sejtek 80%-a elpusztult [189]. Adddhatnak azonban aprobb kiilonbségek a
paradicsomfajtak kozott a sotolerancia tekintetében [168]. Ezekbdl az eredményekbdl jol
lathato, hogy mig 100 mM NaCl szupraoptimalis, novekedésgatlo, de még toleralhaté mértéki
sokoncentracido a paradicsom szamara, 250 mM mar sejthalalt indukal. A sostresszre adott
valasz, a tolerancia mértéke mar a stressz kezdeti fazisaban eld61 [152]. Ugyanakkor relative
kevés tanulmany foglalkozik a sostressz korai eseményeivel a teljes novény szintjén.
2.2.3. A sostressz és az etilén hormon kapcsolata
Az ET fontos szereppel bir a ndvények szupraoptimalis sdkoncentraciora adott valaszainak
kialakitdsdban, bar a szakirodalomban ellentmondasos eredmények sziilettek azzal
kapcsolatosan, hogy az ET pozitiv vagy negativ korrelacidban all-e a sétoleranciaval. Szamos
ellentmondas valosziniileg azért johetett 1étre, mert sok tanulmany egyszerre csupan egy, vagy
kevés komponenst vizsgal [146], legtobbszor sziik idéfelbontasban. A, stressz ET” termelddése
altalaban két csucsban torténik. Az elsd, kisebb cstucs a stressz kialakulasanak Kkorai
iddszakaban jelenik meg, és foleg a védelmi folyamatok beinduldséért felel, viszont kimeriti az
aktudlisan rendelkezésre all6 ACC készletet. Ez az 4allapot késébb tjabb ACC készlet
szintetizalasahoz vezet, mely a masodik ET csucshoz sziikséges, ami azonban sokkal nagyobb
¢és hosszabb ideig is tarthat, akar tobb oras vagy hetes intervallumot jelenthet. A hosszasan
megemelkedett ET produkcié igy PCD-t vagy szeneszcencidt indukalhat a szervben vagy a
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novényben [190]. A kdvetkezOkben részletezett ismeretek bepillantast nyajthatnak az ET
komplex szerepére a sostressz-valaszok kialakitdsaban.

Sostressz soran az ET szabalyozza példaul a K/Na* homeosztazist a Na* Rboh-fiiggd
akkumulaciojan keresztiil, illetve a K* tartalom Rboh-fiiggetlen befolyasolasaval [146]. Az ET
transzkripcios szinten is képes szabalyozni a K* felvételt, példaul a HAKS fehérjén keresztiil,
K™ hidny és teljes tapanyagellatas mellett is [191, 192]. Sostressz soran, az ET-receptor mutans
Arabidopsis (etrl-3) sokkal érzékenyebbnek bizonyult a tobblet Na* hatasaival szemben, mint
a vad tipus tarsa, mely a mutans névény fokozott elektrolit-kieresztésében, csokkent K*/Na*
aranyaban és redukalt PM H-ATP4z aktivitasaban nyilvanult meg. Mindemellett, a VT kallusz
exogén ACC kezelést kovetden magasabb K*/Na® aranyt, intenzivebb PM H™-ATPaz
mitkddést, és ennélfogva stimulalt sdtoleranciat mutatott, amely nem volt megfigyelhet6 az ET-
receptor mutans kulturakban [97]. A sostressz indukalta szamos ACS izoforma expressziojat
Arabidopsisban és gyapotban, valamint az ACS1-ét dohanyban, illetve az ACO is indukaldédik
magas sokoncentracié hatasara. Ugyanakkor szamos esetben megfigyelték, hogy a
megemelkedett ET produkcido soérzékenységhez, mig az ET tartalom csokkenése
sotolerancidhoz vezetett [146]. Példaul buza ACOI talexpresszald Arabidopsis novények
megemelkedett ET-termeléssel és csokkent sotoleranciaval rendelkeztek, tovabba rizs exogén
ET kezelés is novelte a sd6érzékenységet [105]. Az ET inszenzitiv, etrl-1 funkcionyeréses ludfi
mutans gyengébb sotolerancidval rendelkezik, mig a funkcidvesztéses etrl-7 mutacido az
ellenkezGjét valtotta ki. Az ET befolyasolja szamos sd-valaszgén expressziojat is [193].

Az eddig leirtakkal ellenkezéleg, az in vivo ET-termelés segitette a sotoleranciat sos
talajon nevelt ludfii névényekben, ahol a transzspiracio aktiv. Ennek az ellentéte figyelheté meg
in vitro nevelt novényeknél, ahol a transzspiracidé gatolt. A soétolerans Antirrhinum majus
genotipus hajtasaban rovid és hosszutavon is magas ET produkciot mértek, mig a s6érzékeny
mutansban ez hamarabb lecsengett. Az ETO1 er6s represszalasa (sok ET) a nagy-affinitasa K*
transzporter, a HATS expresszidjanak erés indukcidjat okozta, mely fokozza a sejtek K*
akkumulaciojat a tolerans A. majus mutansban. Ennek megfelelden az ETO1 felszabalyozasa
(kevés ET) fokozta a s6érzékenységet az érzékeny genotipusban [194]. Arabidopsis ein2-5 és
ein3-1 ET inszenzitiv mutansokban sostressz hatasara fokozodott a sejthalal mértéke, mig ez
nem volt megfigyelhetd ctrl-1 mutdnsokban. Exogén ACC is csokkentette a PCD szintjét
sostressz sordn ludfli protoplasztokban, valdsziniileg a ROF kioltds serkentésén keresztiil.
Mindazonaltal szamos egyéb — a dolgozatban fel nem sorolt — ET jelatviteli mutansokat
felsorakoztatd vizsgalat alapjan az ET szignalizaci6 inkabb pozitiv médon befolyasolja a

sotoleranciat [105]. Tobb ERF gén tulexpresszaltatasa dohanyban és paradicsomban — pl.
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SIERF.F5 — szintén fokozta a novények sotiirését [44]. Paradicsomban az SIERF.C1, -B2, -E3,
- E2, - E4, - B7, -C11, -D3, -H6 is részt vesz a sostressz-valaszok kialakitasaban [195].

Az ET indukalta, Rboh fiiggé ROF termelés is kritikusnak mondhaté a folyamatban,
egyebek mellett, részt vesz a sztobmamozgas szabalyozasaban sostressz soran [105]. Ludfiiben
az EIN3/EIL1 indukal 92-, mig represszal 121 gént sos koriilmények kozott. Az ET hat a POD
[105], a KAT és a SOD enzimek aktivitasara sostressz soran. Erdekes megfigyelés, hogy a ctri-
1 mutansok alapbdl joval kisebb biomasszaval rendelkeztek, mint a masik két mutans és a VT
novény, ugyanakkor K* tartalmukat, szachar6z tartamukat, klorofill a/b aranyukat és az Fv/Fum
paraméteriiket is jobban megdrizték sostressz soran, mint az ein2-5 és ein3-1 mutansok, vagy a
VT novény [196]. Az APX ¢és az ET kapcsolata sostressz soran kevéssé vizsgalt.

A ROF mellett a NO is szerepet jatszik a novényi sostressz-valaszok kialakitasaban,
kapcsolata az ET-nel sostressz soran viszont eddig relative kisebb figyelmet kapott. Vad tipusu
ludfli magvak sdkezelése soran az exogén ACC serkentette a csirdzast. A rendszerhez cPTIO
(2-(4-karboxifenil)-4,4,5,5-tetrametilimidazolin-1-oxil-3-oxid) — NO kiolt6 molekula —
csokkentette az ACC jotékony hatasat [197]. A VT ladfii kalluszkultarak ACC vagy SNP
kezelése novelte a sejtek K*/Na* aranyat és a plazmamembran H™-ATPaz aktivitasat, ami
ndvelte a sotolerancidt, azonban ez a jelenség az etrl-3 mutansban nem volt megfigyelhetd. Az
SNP hatésa a VT sejtekben szintén elmaradt ET bioszintézis inhibitor alkalmazasa esetében.
Erdekes modon, a VT sejtekben a NaCl hatasara a kezelés 12. és 24. orajaban detektaltak NO
novekedést, 48 orat kovetden pedig a s6 gatolta a NO felhalmozodast, melyet az exogén ACC
sem tudott visszaforditani [97]. A s6 indukalta, magas ET szinteket a levelek exogén NO donor
kezelése csokkentette, mérsékelve a stressz karos hatésait [ 198]. Ugyanakkor, SNP alkalmazéasa
sOstressz sordn serkentette a fiatal ladfli csirandvényekben az ACS2 és EIN3 fehérjék génjeinek
transzkripciojat. Mig az EIN3 tulakkumuldld novény kivald sotolerancidval birt a VT
novényekhez képest is, addig az ein3eill kettés mutans és a NO bioszintézis mutansok a VT
csirandvényekhez mérten is sokkal érzékenyebbnek bizonyultak a NaCl jelenlétére [199].
Paradicsom sejtszuszpenzioban az exogén ACC hozzaadasa 250 mM NaCl kezelés jelenlétében
[188], illetve 100 mM-os sokoncentracio kiilonbozéképpen befolyasolta a NO produkciot
[189]. AZ ET és a ONOO" képz6dés kapcsolatat sostressz soran eddig még nem vizsgaltak.

Az exogén ACC alkalmazasa (10 ¢és 100 uM) visszaforditotta a sostressz altal kivaltott
fenotipikus valtozasokat ludfiiben [200] tovabba VT Arabidopsis csiranovények exogén
Ethephon segitette a hajtas K*/Na* aranyanak a jobb megdrzését [196]. Mas esetben az ACC
serkentette a sostressz indukalta oxidativ stresszt és a szeneszcenciat [201]. Két paradicsomfajta

sokezelése soran megfigyelték, hogy a tolerans fajtaban az endogén ACC koncentracio 50%-
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kal csokkent, mig az érzékenyben 50%-kal nétt [168]. A s6 indukalta korai, gyokérbdl kiindulo
hormonalis szignalok — mint az ACC hajtasba szallitasa — fontos szereppel birnak [202].

Az ET a szupraoptimalis NaCl koncentraciora adott valaszok kialakitdsaban betoltott
fontos szerepe ellenére, kapcsolatat fotoszintézissel sostressz soran kevés esetben vizsgaltak,
szintén ellentmondésos eredményekkel [203, 204]. a hormon kapcsolatarél a PSI-el sostressz
soran pedig nem talalhato szakirodalmi adat. Bar a felsorolt példak ravildgitanak az ET és a
sOstressz kapcsolatanak bizonyos részleteire, azonban nagyon kevés tanulmany vizsgalja ezt a
kolcsonhatast a sokezelés korai oraiban, kifejlett novényekben, valamint a kiilonbozo,
sostressz-valasz komponensek valtozéasait az id6 fliggvényében Osszehasonlitd tanulméanyok

szama pedig még kevesebb.

3. Célkitiizések

Az ET a novényekre gyakorolt hatasanak koncentracio-, illetve id6fliggd felbontasti ismerete
kiemelten fontos. A stressz hatasara megemelkedett ET emisszio a stressz-ET koncentraciéjatol
fliggden kedvezdbtleniil hathat az akklimatizaciora, azonban az ET szabalyozhatja a stressz
elleni védekezési mechanizmusokat is. Mig a stressz-ET fiziologiai szerepét széles korben
vizsgaltak, addig az ET prekurzoranak, az ACC-nek novényekre gyakorolt kdzvetlen hatasat
alig, holott az ACC természetesen el6fordul a ndovény gyokérzonajaban, mennyisége a
talajoldatban valtozhat. Kiilonb6z6 koncentracioinak a stressz akklimatizacioban fontos
paraméterekre (mint példaul az elemtartalom, ROF és RNF felhalmozodas, valamint a
fotoszintézis valtozasai) gyakorolt hossztavia, id6fliggé hatasairol keveset tudunk. Szintén
hianyosak az ismereteink a novények ET-statuszanak és a fotoszintézisnek a kapcsolatarol a
so-akklimatizaci®6 korai szakaszaban, kiilonos tekintettel a PSI szabalyozasara. Ezen
talmenden, a novények ET statuszdnak kapcsolata a ROF és RNF akkumulédcioval és annak
szabalyozasaval szintén alig ismert rovidtavi sokezelés soran. Tovabba fontos megjegyezni,

hogy a levélben bekovetkezd valtozasok nehezen értékelhetok a gyokérben torténtek ismerete

nélkil.

A dolgozatban a kovetkezd kérdésekre kerestiik a valaszt:

1. Hogyan befolyasolja a gyokérzona megemelt ACC tartalma a VT paradicsomnovények
vizhaztartasi paramétereit, ionakkumulaciojat, valamint a ROF ¢és RNF képzddést a
koncentrécié fliggvényében?

2. Hogyan befolyasolja a gyokérzona megemelt ACC tartalma a vad tipusu paradicsomlevelek

fotoszintetikus aktivitasat a koncentracié és az idd fiiggvényében?
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3. Milyen kapcsolatban vannak a gyokérzona megemelt ACC tartalmaval kapcsolatos
fiziologiai valtozasok a paradicsomndvények potencialis abiotikus — stressztiird
képességével? Mivel a nem patogén mikroorganizmusok altal kivaltott, indukalt
szisztemikus rezisztencia (ISR) is az ET jelatvitel aktivalasan keresztiil hat, felmeriilhet a
kérdés, hogy az ET/ACC-indukalt valtozasok gyakorolhatnak-e hatast az abiotikus
stresszakklimatizaciora?

4. Milyen, a sostressz kialakulasahoz kothetd, etilénfiiggd valaszokat tapasztalhatunk a NaCl
tobblet altal eldidézett sostressz elsd tamadasi pontjan, a gyokeérben?

5. Miként modositja az etilén jelatvitel ET receptor szintjén torténd blokkoldsa és az exogén
ACC kezeléssel megemelt szoveti ACCletilén koncentracid a paradicsomndvények
kiilonb6zé sokoncentraciokra adott fiziologiai valaszait, valamint a ROF és RNF
akkumulaciojat? A gyokérben bekdvetkezd valtozasok miként vetiilnek le a levélben?

6. Milyen ET statusz-fliggd valtozasok torténnek a szubletalis és letalis sostressz hatdsara az
antioxidans enzimek aktivitasaban és ezek egyes izoenzimeinek expressziojaban, és milyen
kiilonbségek figyelhetok meg a gydkérben és a levelekben lezajlo folyamatok kézott?

7. Milyen kapcsolatban all a paradicsomnovények ET statuszaval a fotokémiai rendszerek
aktivitasa, szabalyozasa, illetve a CO; asszimilacidval torténd egyiittmiikodése a sostressz

korai szakaszaban?

4.Anyagok és modszerek

4.1 Felhasznalt novényi anyag, nevelési koriilmények és kisérleti elrendezések
Kisérleteinket Solanum lycopersicum Mill. L. cvar. Rio Fuego VT, valamint cvar. Ailsa Craig
VT és homozigota Nr/Nr, ET receptor mutans névényeken végeztiik, kétféle megkozelitésben,
de technikai okokbol haromféle kisérleti elrendezésben (7. abra). A paradicsommagokat harom
napon keresztiil, sotétben, 26°C-on csiraztattuk, majd (1. és 3. elrendezés) kéthetes korukig
perlitben, végiil 6-7 hetes korukig (a 7 valodi leveles allapot eléréséig) folyadékkultiirdban,
iiveghdzi koriilmények kozott neveltiik. A 2. kisérleti elrendezés soran a vegetativan szaporitott
paradicsomnovényeket  talajkultaraban, 2,5 kg kereskedelmi talajpan  (Bioland
Tozegfeldolgozo Kift., Biatorbagy, Magyarorszag), 25 cm atmérdjii cserepekben neveltiik, A
talaj N (200-500 mg L), P,0s (200-500 mg L); K20 (300-600 mg L), fehér tézeg (50 m/v
%), fekete tézeg (50 m/iv %), és CaCOs (2 kg m3) dsszetevoket tartalmazott és 5,5-6s pH
értékkel rendelkezett. A kisérletekhez a haromleveles allapotti hajtasokat elvagtuk és 4 hétig

gyokereztettiik folyadékkulturaban.
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A hidropdniaban nevelt ndvények esetén az alabbi 0sszetételii tapoldatot alkalmaztuk:
2 mM Ca (NOz3)2, 1 mM MgSOgs, 0,5 mM KH2PQO4, 0,5 mM NaHPOs, 0,5 mM KCI és a
mikroelemek (10 M MnSQ4, 5x107 M ZnSO4, 107 M CuSOQy4, 107" M (NH4)sM07024, 10° M
HsBO4), 2x10° M Fe-EDTA, pH 5,8 [205], melyet kétnaponta cseréltiink. A ndvényeket 12/12
6ras nappali/éjszakai fotoperiédusban, 300 pmol m? s PPFD-n (F36W/GRO fénycsovek,
Osram Sylvania, Danvers, MA, USA), 55-56%-os relativ paratartalmon (RH) és 25/22°C
nappali/€jszakai homérsékleten neveltiik. Vizsgalatainkat reggel 8 és délutan 16 ora kozott
veégeztiik, melyhez — ahogy a kiilonb6z0 kisérleti elrendezések esetében pontosan jelezziik — a
gyokeér teljes hosszat (fogyokér + oldalgydkerek + jarulékos gyokerek), jarulékos gyokerek
teljes hosszat vagy 1 cm-es apikalis régiojukat, illetve a hajtascsucstdl szamitott a 3-4.
levélemeleten elhelyezkedd kifejlett, nem-szeneszcens leveleket hasznaltuk fel. Az alkalmazott
kisérletei elrendezések tovabbi részletei a kdvetkezok:
1. elrendezés: A vizsgalataink elsé szakaszaban, a gyokérzéona megemelt ACC
tartalmanak hatasat vizsgaltuk egyéb, specifikus stresszfaktor alkalmazasa nélkiil, S.
lycopersicum Mill. L. cvar. Rio Fuego paradicsomfajta leveleiben és gyokereiben. Az el6z6
alfejezetben leirt allapot ndvények gyokérzonajat a vizkultiraban alkalmazott, a természetben
is eléforduld 0,01 pM-os és 1,0 uM-0s, valamint a stressz ET mennyiségéhez hasonlo ET-
szintet general6,100 uM-0s ACC (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) kezelésnek tettiik ki egy hetes
intervallumban. Frissen feloldott ACC-t adtunk a tapoldathoz a cserék alkalmaval is. A
fotoszintetikus aktivitast naponta, a levelek és teljes gyokerek ET produkcitjat az 1. 2. és 7.
napon, a novekedési paramétereket, a gyokércsucsok-, valamint a levelek ROF és RNF
tartalmat, a teljes gyokerek €s levelek szénhidrat és elemtartalmat a 7. napon vizsgaltuk. A
kisérletek mintavételi idopontjai 8-13 ora kozé estek. Egy minta eléallitasahoz egy egyedi
ndvény részeit hasznaltuk fel, a mintaszamokat pedig az dbraaldirasokban, ,,n” jeldléssel adtuk
meg. Ez alol kivételt képeztek a fluoreszcens mikroszkopids mérések, ahol 4-4 novénybdl 16-
16 szovet-szegmenst preparaltunk. Az dsszes kisérletet haromszor ismételtiik.
2. elrendezés: Munkank soron kovetkezd lépéseként kétféle erdsségii sokezelés
rovidtava hatasait vizsgaltuk VT és Nr mutans gyokerekben, S. lycopersicum Mill. L. cv.
Ailsa Craig genetikai hattérben. A hajtas gyokereztetése soran kifejlodott, egyforma tipust,
jarulékos gyokereket hidroponikus kultardban, a tdpoldaton keresztil 100 mM-0s —
ndvekedésgatlo, de toleralhatd koncentracioju, a tovabbiakban ,,szubletalis™, vagy 250 mM-o0s,

SN

dal kezeltiik. A mintavételeket a kezelés megkezdését kovetd 1, 6, illetve 24 ora elteltével
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végeztik el. Egy minta eldallitaisahoz egy egyedi ndvény részeit hasznaltuk fel, a
mintaszamokat pedig az abraaldirdsokban, ,,n” jeloléssel adtuk meg. A kezeléseket délelott 9
orakor inditottuk el, tovabba legalabb haromszor ismételtiik meg fliggetlen kisérletsorozatok
formajaban. A fehérje- és az elemtartalmak, illetve a proteolitikus aktivitas meghatarozasahoz
a jarulékos gyokerek teljes hosszat; az elektrolit-kieresztés (EL) és a DNS fragmentacio
vizsgalatahoz pedig a gyokércsucsokat hasznaltuk fel. A felsorolt kisérletekhez tartoz6 mintak
a kezelések 24 6ras mintavételi idépontjabdl szarmaztak. Ezen tulmenden, az ET produkcio, a
sejt eletképesség, valamint a ROF és RNF akkumulaci®é monitorozasat a gyokércsucsokban

veégeztiik az Osszes idopontban.

0,01-1,0 - és 100 pMACC 1, Kisérleti elrendezés 100- és 250 mM NaCI VT és Nr - 2, kisérleti elrendezés

t‘fipoldﬂthoz adasa niivén)'e]i( tapoldatahoz adisa

l ] | 1 1 ]

I Napi mérések : 1 1

. i i [
Kiindulasi 1 hét . Kiindulasi 1- Ora 6.0ra 24.0ra
id8pont Végpontos mérésel . N N ——
z idGpont Mintavételi idépontok

Kifejlett, M‘\ ‘}J,' ” ' 5 IVT névények egy 3. kisérleti elrendezés
. 1 F Py P
;‘efnl‘)}r:gedo | ) rl"‘gzlf;;';: :gg 100- és 250 mM NaCl hozzdadasa VT és Nr
cvele elékezelése novények tapoldatihoz, valamint a VT névények
I / 10 pM ACC-t tartalmazo tapoldatihoz

1 1 1 |
Jarulékos gyokerek I I
apikalis szegmensei Kiinduléasi
id6pont . I I,
1. Ora 6. Qra _ -.24.0ra
A gyokér B ‘n,l \ ] 7
£V o Mintavételi idépontok

teljes hossza

7. abra Az alkalmazott kisérleti elrendezések

3. elrendezés: Kisérleteink harmadik szakaszaban, a kétféle erdsségii, rovidtava
sokezelésre adott valaszreakcio és a novények ET statuszanak kapcsolatat VT, VT és
exogén ACC Kkezelt, valamint Nr mutans S. lycopersicum Mill. L. cv. Ailsa Craig
paradicsomfajta gyokereiben és leveleiben vizsgaltuk. Ennek megfeleléen, a VT novények egy
része a tapoldaton keresztiil, 1 o6ras, 10 pM-os koncentracioji — nem tul magas, de biztosan ET
tobbletet generalo — ACC elokezelésben részesiilt, melyet a 100 mM-os, valamint 250 mM-o0s
NaCl tapoldathoz adasa kovetett, az ACC jelenlétének megtartdsa mellett. Ebben az
idépontban, melyet a kisérlet kezdd, tehat 0. iddpontjanak tekintettiink, a VT ndvények
fennmarad6 része, tovabba a Nr mutansok is részesiiltek az emlitett sokezelésekben. A
mintavételeket a kezelés megkezdését kovetd 1, 6, illetve 24 ora elteltével végeztiik el. Egy
minta eléallitdsdhoz egy egyedi ndvény részeit haszndltuk fel, a mintaszdmokat pedig az
abraalairasokban, ,,n” jeloléssel adtuk meg. A sdkezeléseket délelott 9 orakor inditottuk el,
tovabba legalabb haromszor ismételtiik meg fliggetlen kisérletsorozatok forméjaban. Az ET
produkcionak, a friss és szaraz tOmegnek, az oldhatd cukor- és keményitStartalomnak, a
vizsgalt antioxidans enzimek aktivitdsdnak és génexpresszidjanak a meghatarozasdhoz a gyokér

teljes hosszat és a leveleket, a ROF és RNF akkumulacié monitorozasédhoz a jarulékos gydkerek
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apikalis szegmensét és a leveleket, a relativ viztartalom, a vizpotencial ¢és a fotoszintetikus
aktivitds valtozasainak nyomon kovetéséhez pedig csak a leveleket hasznaltuk fel az Gsszes
idopontban. A teljes gyokér €s a levelek elemtartalmat, valamint a levelek pigmenttartalmat a

24 6ras idépontban hataroztuk meg.

4.3 Novekedési paraméterek meghatarozasa

A mar definialt novényi részeket friss tomegeik meghatarozasat kovetéen 60°C-on,
tomegallandosagig szaritottuk, majd meghataroztuk szaraz tomegeiket.

4.4 A novényi részek etilén kibocsajtasanak meghatarozasa

1000 mg (1. kisérleti elrendezés), 500 mg (2. és 3. kisérleti elrendezés), duplan desztillalt (dd.)
vizzel mosott ndvényi anyagot inkubaltunk 1 o6ran keresztiil, sotétben, légmentesen zard,
szilikongumi tetOvel ellatott flaskakban. A szovetek hidrataltsagat dd. viz hozzaadasaval
tartottuk fent. A kiivetta gazterébdl 2,5 mL térfogatot injektaltunk egy légmentesen zard
fecskendo segitségével a langionizacios detektorral €s aktivalt aluminium oszloppal rendelkezd
Hewlett-Packard 5890 Series I gaz kromatogratba (Hewlett-Packard, Wilmington, USA, DE).
A He vivdgaz dramlasi sebességét 35 mL m™?, mig a Hz-ét 30 mL m™ és a levegéét 300 mL m’
1 értékeken tartottuk. Az alabbi hdmérsékleti paramétereket hasznéaltuk: 100°C a kolonna,
120°C az injektor és 160°C detektor esetében [98]. A ndvényi anyag feletti 1égtér térfogatanak
meghatarozasahoz a mérés elvégzése utan az tivegesék egyenkénti, dd. vizzel torténd feltdltését
alkalmaztuk. A ndvényi szovetek altal kibocsajtott ET mennyiségét ET standardok sorozatanak
segitségével hataroztuk meg.

4.5 Vizhaztartassal kapcsolatos vizsgalatok

A relativ viztartalom (RVT) monitorozasahoz megmértiik a levelek friss tomegét (aktudlis
vizallapot tdmeg), majd 12 6rés, ioncserélt vizben torténd aztatast kdvetden meghatiroztuk a
mintak teljes vizallapot tomegét, minekutan 60 °C-on tomegallandosagig szaritottuk, majd
meghataroztuk szaraz tomegeiket. A RVT kiszamitdsa az alabbi képlet szerint tortént:

Aktualis vizallapotl tomeg — Szaraz tomeg

x 100
Teljes vizallapotu tomeg — Szaraz tomeg

A vizpotencial (yw) meghatarozasahoz a 3.-4. levélemeleten elhelyezked6 Gsszetett levél nyelét
a szartol 2 cm-re elvagtuk, majd a levelet a vagott felszinnel a kiilsé kornyezet felé a nitrogén
gazzal feltoltott nyomaskamraba (PMS instrument Co., Corvallis, Oregon, USA) helyeztiik. A
kamraban a N2 gaz bedramoltatassal kialakuldé nyomas novelése soran a levélnyél vagott
feliiletén folyadékcsepp jelenik meg. Az ennek detektalasakor leolvasott nyomasértéket (Bar) -

0,1-gyel szorozva kapjuk a levél aktualis vizpotencialjat (MPa-ban).
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4.6 Az elemtartalmak meghatarozasa

Az elemtartalmak meghatdrozdsdhoz 100 mg ndvényi mintdt — a gyokereket a szaritast
megelézden, két alkalommal, 50 mL dd. vizzel mostuk — emésztettiink tomény HNO3 és 30%-
0s H20> elegyében, 200 °C-on egy mikrohulldimu roncsoloban (MarsXpress, CEM, USA). A
HNO3z (Reanal, Budapest, Magyarorszag) és H202 (Reanal) mennyisége 5- és 4 mL volt az 1.
kisérleti elrendezés, valamint 6- és 2 mL a 2. és 3. kisérleti elrendezés esetében. A lehult
mintakat HPLC min6éségii vizzel higitottuk, majd Packard iivegecsdvekbe (Packard, Groningen,
Hollandia) transzferaltuk és 4°C-on taroltuk az analizisig. Az 1. és 2. kisérleti elrendezés
esetében az elemtartalmakat atomabszorpcios spektroszkopia (Hitachi Z-8200, Tokio, Japan)
[98], mig a 3. elrendezés esetében induktiv-csatolasti plazma tomegspektrometria (ICP-MS)
segitségével hataroztuk meg, az utobbit a Nemzeti Agrarkutatdsi €s Innovacios Kozpont-
Ontozési és Vizgazdalkodasi Kutatointézet intézet (NAIK-OVK) Kornyezetanalitikai Kézpont

Vizsgald Laboratoriuménak kdzremitkddésével.

4.7 Fluoreszcens mikroszkopias mérések
A gyokércsucsok O™ akkumulaciojat 10 uM dihidroetidium (DHE) segitségével, mig a H.O>
tartalmat 50 uM 10-acetil-3,7-dihidroxifenoxazin (AR; ADHP vagy Amplifu™ Red)
alkalmazasaval hataroztuk meg [206]. A gyOkércsucsi szegmensek, illetve a levelekbdl,
dugofuro segitségével preparalt, 1 cm atmérdji korongok NO akkumulacidjat 10 uM 4-amino-
5-metilamino-2’,7'-difluorofluoreszcein diacetat (DAF-FM-DA), a ONOO" tartalmat pedig 10
uM aminofenil fluoreszcein (APF) segitségével monitoroztuk [207]. A fluoreszcens festékeket
a Sigma-Aldrich forgalmaz6tol vasaroltuk, valamint a kisérletet megeléz6en higitottuk 25 mM-
os (1. kisérleti elrendezés) illetve 10 mM-os (2. és 3. kisérleti elrendezés) TRIS (hidroximetil)
aminometan (TRIS)/s6sav (HCI), pH 7,4 pufferrel. A gyokércsticsokat szobahdmérsékleten,
sOtétben inkubaltuk 30 percig az AR és DHE, mig 30 percig (2. kisérleti elrendezés), valamint
40 percig (1. és 3. kisérleti elrendezés) a DAF-FM-DA ¢és APF festékoldatokban. A
levélkorongokat 2x5 percig vakuum alatt infiltraltuk a festékekkel, majd tovabbi 30 perces
inkubdcidban részesitettiik (vakuum nélkiil). Az inkubécios id6k leteltével, a mintdkat két
alkalommal mostuk TRIS-HCI pufferben, 10 percig (2. kisérleti elrendezés), illetve 5 percig (1
és 3. kisérleti elrendezgs).

A gyokérestcsi sejtek €letképességét fluoreszeein-diacetat (FDA) (Sigma-Aldrich)
festék segitségével hataroztuk meg, melyet 10 mM 2-(N-morfolino) etanszulfonsav
(MES)/kalium-klorid (KCI) (pH 6,15) pufferrel higitottunk a kisérletet megelézéen. A
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gyokércsticsokat sotétben, 10 percig inkubaltuk 10 pM-os FDA festék jelenlétében, majd 2x10
percig mostuk MES/KCI (pH 6,15) oldatban [207].

A fluoreszcencia intenzitasat 5X objektivvel felszerelt, Zeis Axiowert fluoreszcens
mikroszkop segitségével hataroztuk meg (200M tipus, Carl Zeiss Inc., Jena, Németorszag). A
digitalis fényképeket egy nagyfelbontast digitalis kameraval (Axiocam HR, HQ CCD camera;
Carl Zeiss Inc.,) készitettiik el, melyhez a 10- (gerjesztés: 450-495 nm, emisszid: 515-565 nm)
vagy a 20HE filter szetteket (gerjesztés: 535-585 nm, emisszid: 600-655 nm) hasznaltunk. A
pixelintenzitas mérését az AXIOVISION REL. 4.8 (Carl Zeiss Inc.,) szoftverrel végeztiik, mely
a gyokér csucsatdl szamitott 2 mm-es tavolsagban, 150 pm-es atmérdjii korokben tortént. A
levélkorongok nagysagat tekintve, a kozépvonaluknal négyfelé osztottuk dket, majd minden
negyed cikkely esetében a vagott felszint6l 100 um tavolsagra elhelyezett, 3 db, ugyancsak 150
um atmérdji korben mértiik meg a pixelintenzitast, melyek atlagat vettiik 1 levélkorong
pixelintenzitas értékének.

4.8 A levélszovetek H2O> és 02" akkumulaciéjanak monitorozasa

A levelek H,O; tartalmat Takacs és mtsai. [208] munkaja lapjan hataroztuk meg. 100 mg mintat
0,5 mL jéghideg, 0,1%-os triklorecetsavban (TCA) homogenizaltunk, majd centrifugaltunk
10000 g-vel 20 percig, 4 °C-on. A reakcidelegy 0,25 mL, 10 mM-os kalium-foszfat pufferbdl
(pH 7,0), tovabba 0,5 mL, 1 M-os kalium jodidbol (KI) és 0,25 mL feliiliszobol allt. A mintak
H>0O, tartalmat 10 perc inkubaciot kovetden 390 nm-en mértiikk egy Uvikon XL (Secomam,
Alés Cedex, Franciaorszag) spektrofotométerrel, kiilonb6z6 koncentracioju H202 (Sigma-
Aldrich) oldatsorozat segitségével.

A levelek O2" akkumulacidéjat Bournonville és Diaz-Ricci [209] modszere alapjan
kovettiik nyomon. Els6ként a hisztokémiai festés soran, levélnyeliikkel torténd levalasztasukat
kovetden, az ép leveleket azonnal vakuum infiltraltuk 10 mM natrium azidban (Sigma-Aldrich)
10 percig, majd ezt az oldatot eltavolitva, 0,1% tetrazoliumkék-klorid (NBT) natriumso
(Sigma-Aldrich) oldatban 2 percig. A leveleket ezt kovetéen az NBT oldatban inkubaltuk 2
oran keresztiil, teljes sotétségben, vakuum jelenléte nélkiil. Mindkét anyagot 50 mM-os kalium-
foszfat pufferben (pH 7,7) oldottuk fel a kisérletet megeldzden. Az inkubacios 1d6 leteltével, a
mintdkat 96%-os etanolban, 96°C-on forraltuk kétszer 30 percig. A formazant kiszaritott
levelekbdl, haromszor, 2 M kalium-hidroxid (KOH):kloroform (1:1, v/v) jéghideg elegyével,
mindharom alkalommal 10 perces, 3000 g-vel, 18 °C-on torténd centrifugalas segitségével
vontuk ki. A kloroformos extraktumot nitrogén-aram alatt szaritottuk jégen, majd a szilard

formazan maradékot dimetilszulfoxid:2M KOH (1,6:1, v/v) elegyében oldottuk fel. Az igy
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kapott formazan oldatok optikai denzitasat egy Uvikon XL (Secomam) spektrofotométerrel
mértiik 630 nm-en. A kalibracidés gorbéket in vitro termelt €s tisztitott formazan standard
oldataival vettiik fel, melyet tovabb korrigaltunk a celluloz matrix altal visszatartott formazan
mennyiségével. A O, tartalmat az NBT-vel alkotott reakcidjanak hozamabdl becsiiltikk meg:
négy elektron/mol redukalt diformazan képzddik a folyamat soran.

4.9 A pigmenttartalmak meghatarozasa

A pigmentanalizis Sims és Gamon [210] munkaja alapjan tortént. 25 mg tomegi
levélkorongokat 24 6ran keresztiil inkubaltuk 1 mL 100%-0s aceton jelenlétében, sitétben,
4°C-on, majd a centrifugalast (12000 x g, 15 perc, 4°C) kovetden a feliiluszot félre tettiik. A
visszamaradt szoveteket 1 mL aceton/TRIS pufferben (80:20, v/v, pH 7,8) inkubaltuk Gjabb 24
oran keresztiil sotétben, 4°C-on. Ujabb centrifugalast kovetSen a feliiliszokat egyesitettik. A
kivonatok pigmenttartalmat egy Uvikon XL (Secomam) spektrofotométer és az alabbi
egyenletek segitségével hataroztuk meg:

Klorofill a (KI'b) = 0,01261 x Age1 - 0,001023 X Aszs - 0,00022 X Asas

Klorofill b (Kl a) = 0,02255 x Assz - 0,00439 X Aszs - 0,004488 X Ass1

Karotinoidok (Kar)= (As70- 17,1 x (Kl a + Kl b) - 9,479 x Antocianin korrekcio) / 119,26
Antocianin korrekcio = 0,0821 X Aszs - 0,00687 X Assz - 0,002423 X Ass1

4.10 A levelek fotoszintetikus aktivitasanak vizsgalata

A steady-state nettd CO; asszimilacios ratat (An), a sztomak vizgézvezetd képességét (gsw),
valamint az intercellularis és az atmoszférikus CO2 koncentracio aranyat (Ci/Ca) egy Li-6400-
as, infravorés gazanalizatorral felszerelt mérérendszerrel (Li-Cor, Lincoln, NE, USA)
hataroztuk meg. A levélkamra hdmérsékletét 25 °C-ra, az exogén forrasbol szarmazo, 450 pmol
s CO; tartalmu levegd 4ramlédsi sebességét 300 pmol s-ra. A fényforras 221 pmol m? s’
PPFD mellett, 90%-ban vords (635 nm) és 10%-ban kék (465 nm) fénybdl allt [205].

A klorofill a fluoreszcencia és a PSI (P700) abszorbancia valtozasainak monitorozasa
szimultan tortént egy DUAL-PAM-100 (Heinz-Walz, Effeltrich, Germany) fluoriméter
segitségével, DUAL-E és DUAL-DR mérdfejeket hasznalataval [211]. Roviden, 30 perc
sotétadaptaciot kovetden, a moduldlt méréfény (620nm, 5 pmol m™? s?) bekapcsoldsakor a
sotétadaptalt allapotban mérhetd minimalis fluoreszcencia (Fo) meghatarozasra keriilt. Ezt
kdvetden, a sotétadaptalt allapotban mérhetd maximalis fluoreszcencia szint (Fm) megéllapitasa
egy 14000 pmol m? s intenzitasu telitési impulzus segitségével tortént, majd kezdetét vette a
levelek folyamatos, aktinikus megvilagitasa 216 pmol m? s erdsségii voros (635 nm) fénnyel.
13 percet kdvetden, rogzitettiik a fény-adaptalt allapot steady state fluoreszcencia szintjének
(Fs) értékét, illetve egy telitési fényimpulzus adasaval, a fényadaptalt allapot maximalis
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fluoreszcencia szintjét (Fm’) is. A fényadaptalt allapot minimalis fluoreszcencia szintjét (Fo’)
az aktinikus fény tranziens kikapcsolasakor, 3 masodperces tavoli vorés megvilagitas (720 nm,
5 umol m? s?t) segitségével hataroztuk meg. Ezt kovetden az 1. tablazatban foglalt

paramétereket vizsgaltuk [212].

1. tablazat A klorofill a fluoreszcencia és PSI aktivitassal kapcsolatos paraméterek

A PSII maximalis kvantumhatasfoka sététadaptalt levelekben Fv/Fm Fv/Fm= (Fm- Fo) / Fm
A PSII effektiv kvantumhatasfoka fényadaptalt levelekben Y(II) Y(I)=(Fwm -Fs)/ Fm’
. , S, , Y(NPQ)=(1-Y()-1)/ (Fm/ Fm’ -
A (fény)szabalyozott energia disszipacié kvantumhatasfoka Y(NPQ) 1)+ 1+ qL x (Fu/ Fo- 1))
Y(NO)=1/((Fm/Fm’-1)+1+gLx
A szabalyozatlan energia disszipaci6 kvantumhatasfoka Y(NO) (NO)=L/ ((Fw/Fw’-1) q

(Fm/ Fo-1))

A PSII reakciocentrumok nyitott allapota frakcidja fényadaptalt a qL= (Fn’-F) / (FwFo’) X Fo’/ Fs

allapotban
A PSI fotokémiai kvantumhatasfoka Y(I) Y()=1-Y(ND) - Y(NA)
A PSI Idali limitaciojabol fakado fotokémiai kiolta

S donorro dali limitacidjabol fakadd nem fotokémiai kioltas Y(ND) Y(ND) = 1 - P700red
kvantumhatasfoka
A PST akceptor oldali limitaciojabol fakado nem fotokémiai kioltas Y(NA) = (Pm - Pw’) / Pm

. Y(NA)

kvantumhatasfoka

A CEF-PSI kvantumhatasfokanak Y(II) feletti aranya / CEF-PSI

mértéke [213] Y(CEF)/Y(Il) Y(CEF)/Y(Il) = [Y(I) - Y(1I)] / Y(II)

A P700 redox valtozasait a 830 és a 875 nm-es méréfények differencia jeléb6l Klughammer és
Schreiber [211] munkéaja nyoman hataroztuk meg. Az Fo, valamint az Fm meghatarozast
kovetéen a maximalis P700 jel (Pm) detektalasa is megtortént. A 13 perces aktinikus
megvilagitas végén adott telitési impulzussal a Pm’ meghatarozasat is elvégeztiik, majd az 1.
tablazatban foglalt paraméterek segitségével kovettiik nyomon a PSI aktivitasat.
4.10 Cukortartalmak meghatarozasa
Az oldhato cukortartalom meghatadrozasdhoz az 1. kisérleti elrendezés esetében 0,5 g friss
novényi anyagot folyékony N2-ben elporitottunk, majd 5 mL, 80%-0s etanollal (2 mM-os
HEPES pufterrel [pH 7,5] készitve) elhomogenizaltunk. A centrifugélast kovetéen (15000 x g,
4 °C, 30 perc), az iiledéken a leirtak szerint ismételtiik meg az extrakciot, majd az egyesitett
feliilaszobol 45 °C-on, vakuum segitségével elparologtattuk a folyadékot. A kiszaritott
mintakat 3 mL dd. vizzel oldottuk fel, 0,3 g polivinilpirollidon (PVP) hozzaadasa mellett. Ezt
kovetden az 0sszes oldhatd cukor mennyiségét a fenol-kénsavas modszerrel hataroztuk meg
[214], mely soran a reakcioelegyeket 490 nm-en fotometraltuk egy Kontron Uvicon 530 tipust
spektrofotométerrel (Milano, Olaszorszdg). Az Osszes oldhaté cukor tartalmakat szachar6z
koncentraciosorral készitett kalibracioval hataroztuk meg.

Ezen tOlmenden, vizsgaltuk a mintdk szacharéz, glikdz, fruktéoz és szorbitol
koncentracidjat enzimatikus reakciok segitségével, melyhez Boehringer Mannheim/R

Biopharm (Németorszag) cukor analizis kitet (Kat. Sz. 10 716 260 035) hasznaltunk a
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szacharoz/D-gliik6z/D-fruktoz esetében [205], tovabba, ugyanazon gyartotdl szarmazo D-
szorbitol analizis kitet (Kat. Sz. E 0670 057) a szorbitol tartalom meghatarozasahoz [215], a
gyartd altal leirt instrukcidkat kovetve. Roviden, a gliikoz koncentraciojat a D-glitkoz
hexokinaz (HXK) altali, G-6-P dehidrogenaz jelenlétében végbemend gliik6z-6-foszfatta (G-6-
P) alakitasaval, a vak mintaval torténé korrekciot kdvetden, a keletkez6 NADPH 340 nm-en
valo detektalasaval kaptuk meg. A D-fruktozt a HXK frukt6z-6-foszfatta (Fru-6-P) alakitotta,
melyb6l a foszfogliikdz-izomeraz G-6-P-tot képez. A szachardz invertaz altali hidrolizisét
kovetden meghataroztuk a minta D-gliikkoz mennyiségét a fentebb leirtak szerint. A keletkezett
NADPH mennyisége sztochiometrikus volt a D-glikéz, D-fruktéz és a szachardz
mennyiségével kapcsolatban. A D-szorbitolbol a NAD'-fliggd szorbitol dehidrogenaz altal D-
fruktoz képzodott, majd a redukalt NADPH-t a jodnitrotetrazolium redukcidja diaforaz reakciod
soran elfogyasztotta. A képz6dott formazan abszorbanciajat 492 nm-en detektaltuk — ahogy a
fentebb jellemzett reakciok esetében is — egy Kontron Uvicon 530 tipusu spektrofotométerrel.

A 3. kisérleti elrendezés esetében az 0Osszes oldhatd cukor, valamint keményitd
tartalmakat Poor és mtsai. [216] altal jellemzett modszer mikrotiter koriilmények kozott
elvégezhet6 adaptacidjanak segitségével hataroztuk meg, Laurentin és Edwards [217] munkaja
nyoman. Roviden, az oldhaté cukrokat 100 mg folyékony N»-ben elporitott mintabol, 1 mL,
80%-o0s etanol hozzdadasat kovetd, 80 °C-on, 30 percig torténd inkubacioval vontuk ki két
alkalommal. A homogenizatumot 2600 x g-n centrifugaltuk 10 percig, mindkét esetben, majd
az egyesitett feliiliszobol 20-20 uL-t, 96-helyes, polisztirol mikroplatekbe (Nunc, Maxisorp R,
Life Technologies, USA) osztottunk szét. 15 perces, 4°C-on torténd inkubaciot kovetden, 100
puL Antron reagenst (0,2 % Antron [Normapur, VWR Int., Leuven, Belgium] 72%-0s
kénsavoldatban) adtunk a mintdkhoz. A mikroplateket lefedtiik, majd enyhe vortex keverést
kdvetden 3 percig, 92 °C-os vizfiirddben, majd 5 percig szobahdmérsékleten, végiil 15 percig,
45 °C-kon inkubaltuk. A szinvaltozas abszorbancidjat 630 nm-en detektéltuk, plate olvaso
spektrofotométer segitségével, az extrakcios puffert tartalmazé reagenst hasznalva
referenciaként. Az oldhaté cukortartalom meghatarozashoz a kalibraciot glukdéz-monohidrat
oldatsorozatot hasznaltunk. A keményité tartalom meghatarozasdhoz, az oldhatdé cukor
méréshez hasznalt mintdkbol visszamaradt iiledéket mostuk 1 mL dd. vizzel, majd 1 mL, 1,1%-
0s HCI jelenlétében emésztettiik 100 °C-on, 30 percig, melyet 10 perces, 2600 x g-n torténd
centrifugalas kovetett. A feliilisz6 keményitd tartalmat a mar leirtak szerint hataroztuk meg, a

hidrolizalt keményitd (Normapur, VWR Int.) oldatsorozattal.
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4.11 A proteolitikus aktivitas meghatarozasa

500 mg gyokérmintat 0,5 mL extrakcios puffer (50 mM natrium-acetat, 1 mM ditiotreitol; pH
6,1) jelenlétében homogenizaltunk 4 °C-on, majd 10 percig, 11300 x g-n centrifugaltunk, 4 °C-
on. A feliiluszok fehérjetartalmat Bradford [218] modszere alapjan, spektrofotometriasan
hatéroztuk meg 595 nm-en, borju szérum albumint hasznalva standardként.

Azokazeint (Sigma-Aldrich) alkalmaztunk nemspecifikus szubsztratként a teljes
proteolitikus aktivitas meghatarozasahoz. 50 uL kivonatot 0,3 mL, 1%-0s azokazeinnel (w/v)
¢€s 650 pL kalium-foszfat pufferrel inkubaltunk 37 °C-on 2 6raig, majd a reakciot 300 uL, 10%-
os (w/v) TCA hozzaadasaval és 4 °C-on, 20 percig torténd inkubacidjaval allitottuk le. A mintak
centrifugalasat (10 perc, 4 °C, 11300 g) kovetden a feliilluszd abszorbancidjat 440 nm-en
mértiik. A teljes proteolitikus aktivitas egy egysége (U) az enzim mennyiségének a reakcid ideje
alatti, 0,01 abszorbancia egység / perc hozama alapjan lett meghatarozva. A cisztein proteaz
aktivitas meghatarozasdhoz, a kivonatokat 10 mM, specifikus, cisztein protedz inhibitor, a
transz-epoxiszukcinil-L-leucilamid (4-guanidin)butan (E-64, Sigma-Aldrich) jelenlétében
inkubaltuk 1 oran at, 20 °C-on azokazeines kimutatas el6tt. A cisztein protedz aktivitas
kiszamitasa a gatloszer hianyaban mért proteolitikus aktivitas aranyaban tortént [219].

4.12 Antioxidans enzimek aktivitisanak monitorozasa

A folyékony N»-ben torténd poritast kdvetden, 100 mg névényi anyagot feloldottunk 400 pL
extrakcios pufferben (50 mM-os K*/Na* foszfat puffer, pH 7,0; 1 mM fenil-metil-szulfonil-
fluorid (PMSF); 1% polivinilpolipirrolidon (PVPP)). Az APX specifikus aktivitdis nyomon
kovetéséhez 1 mM redukalt aszkorbatot is (ASC) adtunk az extrakcidés pufferhez. A
centrifugalas utan (10 perc, 10844,6 x g, 4°C) a feliiluszokkal dolgoztunk tovabb. Az
enzimaktivitasok meghatarozasahoz egy Uvikon XL Secomam spektrofotométert hasznaltunk.

A SOD specifikus aktivitas meghatarozasanak alapja a tetrazoliumkék (NBT)
riboflavin, metionin és fény jelenlétében torténd redukcidjanak gatlasa [220]. A reakcié 5 mM-
0os NBT, 0,2 mM-os riboflavin, 13 mM metionint, 0,1 mM etiléndiamin tetraecetsav natrium-
s6 (NaEDTA) elegyét, 50 mM-o0s K*/Na* foszfat puffert (pH 7,0) és 11,8 uL enzimkivonatot
tartalmazott. 200 umol m? s* PPFD fényforrason torténd, 5 perces inkubdciot kovetden a
keletkezett formazan extinkcidjat 560 nm-en mértikk. Egy enzimegység (U) megegyezik az
NBT redukcidjanak 50%-o0s gatlasat okozo enzimmennyiséggel.

A KAT specifikus aktivitds meghatarozasahoz az enzimkivonathoz 50 mM-os K*/Na*
foszfat puffert (pH 7,0) és 10 mM-o0s H202-ot adtunk, majd 240 nm-en monitoroztuk a H20»
bomlasat [220]. A 0,2 és az 1,2 perc kozott mért extinkciovaltozas alapjan 1 U az 1 pmol H202
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elbontdsat 1 perc alatt elvégzé enzimmennyiség, amelyet az €240= 39,4 mM? cm™? extinkci6s
koefficens alapjan szamitottunk.

A POD specifikus aktivitds meghatarozasahoz az enzimkivonathoz 50 mM-os K*/Na*
foszfat puffert (pH 7,0) és 1%-0s gvajakolt, valamint 1%-o0s H>O»-ot adtunk, majd 470 nm-en
kovettilk nyomon a gvajakol oxidacidja altal okozott abszorbancia ndvekedést [221]. 1 U az 1
umol tetragvajakol képzodését 1 perc alatt katalizald enzimmennyiség, amelyet az €470= 26,6
mM? cm extinkcids koefficens alapjan szamitottunk.

Az APX specifikus aktivitas vizsgalatdhoz az enzimkivonathoz 50 mM-os K*/Na*
foszfat puffert (pH 7,0), 5 mM redukalt ASC-ot és 10 mM-0s H2O»-ot adtunk, majd 290 nm-en
kovettiik nyomon az ASC oxidéacidjat. 1 U az 1 umol ASC oxidéciojat 1 perc alatt katalizalo
enzimmennyiség az €200 = 2,8 MM™ cm™ extinkciés koefficiens alapjan [220].

4.13 Egyes antioxidans izoenzimek és a NADPH-oxidaz génexpressziojanak vizsgalata
Az 0ssz-RNS kivondsa soran a folyékony Nz-ben, kvarchomok segitségével elporitott,
koriilbeliil 100 mg ndévényi mintahoz 1 mL TRI reagenst (1,822 M guanidium izotiocianat,
11,36 mM natrium-citrat, 200 mM kalium-acetat (pH 4,0), 0,7341 mM N-laurilszarkozin,
45,45% fenol) majd 3 perces, 65 °C-os inkubacié utan 200 ul kloroformot adtunk.
Centrifugalast (10000 x g, 15 perc, 4 °C) kovetéen 375 ul hideg kloroform:izoamilalkohol
clegyébe (24:1) helyeztiik at a felillaszot. Ismételt centrifugalasi Iépést kovetben, a vizes
fazisban talalhatd6 RNS-t 500 ul izopropanolban csaptuk ki, 10 perces, szobahémérsékleten
torténd inkubdalds sordn. A centrifugalast kovetden az iiledéket 70%-os etanollal tisztitottuk
[222]. A poliszacharid szennyezések eltavolitisahoz az tiledéket 100 pL molekularis biologiai
tisztasagu vizben (AccuGene, Thermo Fisher Scientific, UK) oldottuk fel, majd hozzaadtunk
100 pL 2 M-os kalium-acetatot és 30 percen keresztiil jégen inkubaltuk. Centrifugalast
kovetden (12000 x g, 20 perc, 4 °C) a feliilaszot 500 pL, 96%-os etanolba helyeztiik, majd -20
°C-on inkubaltuk 15 percig. Ismételt centrifugalasi 1épés utan az iiledéket 70%-0s etanollal
mostuk, végiil rovid, steril 1égaram alatti szaritast kovetden AccuGene vizben oldottuk fel. A
kivont RNS integritasat agar6z gélerektroforézissel ellendriztiik [222].

A genomi DNS maradvanyokat DNaz enzim (Fermentas Fermentas UAB, Vilnius,
Litvania) segitségével tavolitottuk el, 17 pul AccuGene vizet, 4 pl DNaz puffert, 0,2 pl RNaz
inhibitort (Fermentas Fermentas UAB) és 12-18 pug RNS mintat tartalmazo reakcioelegy 30
perces, 37 °C-on torténd inkubdcidja soran. A fehérjéket kloroform:fenol (1:1, v/v) elegyével
eliminaltuk, majd centrifugalast kdvetden (10000 x g, 15 perc, 4 °C) a vizes feliiliszot 200 pl
kloroformmal tisztitottuk. Az igy kapott feliiluszot 550 pl, jéghideg etanol és 3 M-0s Na-acetat
jelenlétében 18 o6rat inkubaltuk, majd a centrifugéalast kovetden (12000 x g, 15 perc, 4 °C) kapott

47



csapadékot 70%-os etanollal mostuk, végiil AccuGene vizben oldottuk fel. A tisztitott teljes-
RNS integritasat agardz gélerektroforézissel ellendriztiik [222].

A1 ug-nyi teljes-RNS mintabol cDNS-t szintetizaltunk 200 U reverz transzkriptaz (RT)
enzimet, (Fermentas Fermentas UAB) 4 ul RT puffert, 0,5 ul random hexamer primert, 1 pl, 25
mM-os ANTP keveréket, 0,5 pul RNaz inhibitort és 13 ul AccuGene vizet tartalmazo elegy
segitségével, 1 dras, 37 °C-on zajlo reakcidban [220].

A mitokondrialis SIMnSOD, a Kkloroplasztikus SIFeSOD ¢és SICu/ZnSOD, a
peroxiszomalis SIKAT1, SIKAT2, SIKAT3, a citoszolikus SIAPX1 és SIAPX2, valamint a
plazmamembran lokalizalt SIRBOH1 gének expresszidjat qvantitativ, valos-ideji PCR (QRT-
PCR) segitségével monitoroztuk. Az NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) és a Sol Genomics

(http://solgenomics.net/) adatbazisok segitségével azonositott szekvenciakra a Primer 3

szoftverrel [223] terveztiink primereket (1. melléklet), melyek génspecificitasat az NCBI
BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) hasznalataval ellendriztik. A QRTPCR

reakcioelegy 1,6 pl 20-szorosara higitott cDNS-b6l, 0,4 ul primerparbol, 3 pl nukledzmentes
vizb6l és 5 ul SYBRGreen mixbdl (Fermentas Fermentas UAB) allt. A 7 perces, 95 °C-0S
kezdeti hevitésbol, majd 40 ciklusos sorozatbol (95 °C 15 percig, 60 °C 1 percig) allé program
soran a SYBRGreen festék intenzitasait egy qTOWER PCR késziilékkel (Analytik Jena,
Németorszag) kovettiik nyomon, majd a termékek specifikussagat az olvadasi gorbék
analizisével ellendriztikk (55°C-t6l 90°C-ig, 0,2°C/ms). Az adatokat a gPCRsoft szoftver
(Analytik Jena) segitségével értékeltiik ki. A génexpresszids valtozasok meghatarozasara a 2°
AACt modszert alkalmaztuk [224], referencia génekként a paradicsom elongacios faktor 1 alfa
(SIEF1) [225], valamint a 18S rRNS [226] génjét valasztottuk (1. melléklet), melyek mindvégig
konstans médon expresszalodtak a vizsgalt szovetekben. A kapott eredményeket az adott
idépont kezeletlen, VT értékére normalizaltuk.
4.14 A sejthalal mértékének megallapitasa
A gyokércsucsi sejtek relativ elektrolit-kieresztését (EL) Poor és mtsai. [98] altal hasznalt
modszer alapjan monitoroztuk. Egy grammnyi gyokércsucsi szegmenst 15 mL dd. vizbe
helyeztiink 2 orara, 25°C-on. Ezt kdvetden, meghataroztuk az aztatd oldat konduktivitasat (K1)
egy vezetoképesség mérével (OK-102/1 Radelkis, Budapest, Magyarorszag), majd 95 °C-on
40 percig foztiikk a mintdkat és meghataroztuk a teljes konduktivitast (K2). A gyokércsucsok
EL értékét a teljes konduktivitas %-aban fejeztiik ki: EL (%) = (K1 / K2) x 100.

A gyokércsucsokban kialakuldé DNS fragmentaciét Kubis €s mtsai. [227] altalunk
modositott modszere alapjan detektaltuk. A gydkerek kétszer 50 mL dd. vizes mosasat kdvetden

100 mg csokércsucsi szegmenst fagyasztottunk le, majd poritottunk el folyékony nitrogénben.
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Az igy kapott porhoz hozzdadtunk 10 mL extrakcios puffert (0,1 M NaCl, 2% SDS, 50 mM
TRIS-HCI [pH 9], 10 mM EDTA), majd inkubaltuk 10 percig szobahdmérsékleten. 300 mL
fenol-kloroform 1:1 (v/v) elegy hozzaadasa utan 10 percig, 4 °C-on, 3000 g-vel centrifugaltuk.
A feliluszoval megismételtiik a fenol-kloroformos 1épést. 0,5 mL kloroform-izoamil alkoholt
(24:1; v/v) adtunk az igy kapott feliilliszohoz, majd ismételt centrifugalas kovetkezett (10 perc,
4 °C-on, 3000 g-vel). Az Gjonnan kapott feliiliszot 3 6ran keresztiil inkubaltuk 550 mL
izopropanol és 20 mL Na-acetat jelenlétében, amit a mintak ujboli centrifugalasa kdvetett,
11300 g-vel, 4 °C-on, 10 percig. Az iiledéket 70%-o0s etanolban két alkalommal mostuk, illetve
centrifugaltuk az utobb megadott paraméterekkel. Végiil, az tiledéket a kiszaritasat kovetéen 20
mL TE pufferben (10 mM TRIS [pH 8,0]; 1 mM EDTA) feloldottuk, majd 0,1 mg mL™* DNaz
mentes RNazzal kezeltiik az agar6oz gélelektroforézis megkezdése elott (80 mV, 2 6ra).

4.15 Statisztikai analizis

Az adatok statisztikai analizisét a SigmaPlot 11 programmal végeziik, Student-t teszt, illetve
egyutas varianciaanalizist kovetd6 Duncan vagy Student-Newman-Keuls (SNK) teszt
alkalmazasaval, ahogy azt az abrék aldirésaiban feltiintettiik. A statisztikailag szignifikansnak

jelolt atlagok P <0,05 valdszintiségi szinten kiilonboznek egymastol

5. Eredmények

5.1. A gyokérzona megnovekedett ACC tartalmanak hatisa paradicsomnovényekre,
egyéb specifikus stresszfaktor alkalmazasa nélkiil

5.1.1. Az ET-termelésben, a novekedésben és az iontartalmakban bekovetkezo valtozasok
exogén ACC kezelés hatasara

A gyokéren keresztiil torténd exogén ACC kezelés koncentraciotdl és a novényi
szovettdl fiiggden fokozza az etilénprodukciot paradicsomndvényekben (8. abra). A 0,01 uM-
os ACC kezelés csupan marginalis valtozdsokat okozott a gyokér ET produkciojaban,
ugyanakkor az 1,0 uM -os kezelés kissé, nem szignifikdnsan emelte meg a gyokér ET
emissziojat, ami csupan a 7. napon valt szignifikanssa. A 100 uM -os ACC viszont mar az 1.
naptol kezdve jelentds mértékben, tartosan fokozta az ET kibocsajtast a gyokérben. Erdekes
modon, a két kisebb ACC koncentracido nem okozott szignifikdns ET emisszié novekedést a
levélben sem (8. abra), viszont a 100 uM ACC a levélben is gyorsan megemelkedd ET
emissziot valtott ki, ami a 7. napra a kezeletlen kontroll értékre esett vissza.

A gyokér friss- és szaraz tomeg, valamint hossznovekedési paramétereiben egy ACC
koncentracié sem okozott szignifikans valtozast 7 nap alatt (2. tablazat). Annak ellenére, hogy
az ET szabalyozhatja a megnyulasos novekedést, és a magasabb ACC koncentraciok hajtas

frisstomeg gyarapodast indukaltak, ezek a valtozasok nem bizonyultak szignifikansnak (2.
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tablazat). Ugyanakkor a hajtdsok szaraz tomeg értékeiben szignifikans emelkedést
tapasztaltunk a 0,01 és az 1,0 uM-os, valamint csdkkenést az egy hetes, 100 uM-0s ACC
kezelés hatdsara. Fontos megemliteni, hogy a 100 uM-os ACC alkalmazisa a levélnyelek

extrém epinasztiajat eredményezte (2. melléklet)

60
50

=
o
L

Etilén kibocsajtas

(Levél, nL g" FT éra

[(S1%%)
(=]
T T T T
k=

Etilén kibocsajtas

0 1 2 7
Napok

mmm Kontroll mmmm 0,01 pM ACC 1,0 uM ACC mmmm 100 pM ACC

8. 4bra 0,01, 1,0 és 100 pM ACC kezelésnek kitett paradicsomlevelek (A) és -gydkerek (B) ET kibocsdjtasa. Kezeletlen kontroll:
fekete oszlopok; 0,01 uM ACC: kék oszlopok; 1,0 uM ACC: z6ld oszlopok; 100 uM ACC: piros oszlopok. Atlag + SE, n=4. A
kiilonboz6 betiivel jelolt értékek szignifikans kiilonbségeket mutatnak a kezelések kozott P < 0,05 szinten, (Duncan teszt), ns = nem
szignifikans.

2. tablazat A novekedési paraméterek alakulasa [hossz, friss- és szaraz tomeg] 7 nappal a 0,01, 1,0 és 100 pM-0s ACC
kezeléseket kovetGen, paradicsomgydkerekben és -hajtasokban
Gyokér | Hajtas
ACC (uM)
Kontroll (0) 0,01 1,0 100 Kontroll (0) 0,01 1,0 100

Hossz (cm)  22.83+0.7" 22.33+0.2"  23.67+1.1" 24.17+0.2" | 21.25+£0.7" 21.58+0.7" 22.00+0.6" 22.92+1.3"
Friss tomeg  5.68+0.2"™  5.42+0.4"  4,98+0.2"  5.26+0.3" | 12.11£1.2™ 11.27£1.2™ 13.41£1.5" 14.04+1.7"
()
Szaraz tomeg 0.36£0.0"  0.34+0.0™  0.31+0.0™  0.30+0.0™ 1.40+0.0° 1.60£0.0°  1.50+0.0°  1.20+0.0¢
(9

Atlag + SE, n = 10. A kiilonbdz6 betiivel jeldlt értékek szignifikans eltéréseket mutatnak a kezelések kozott P < 0,05 szinten, (Duncan
teszt), ns = nem szignifikans.

Bar a gyokér K' tartalmiban nem tapasztaltunk szignifikans, exogén ACC okozta
valtozast a kisérlet 7. napjan, szignifikans Na* akkumulacioé novekedést detektaltunk az 1,0 és
a 100 uM-os ACC kezelés hatasara (3. tablazat). A kifejlett, nem oregedd levelek esetében
szignifikans K* deficitet detektaltunk a 0,01 és az 1,0 uM-0s ACC koncentracié hatasara 7 nap

elteltével, tovabba jelentés mértékii Na* felhalmozodast a legnagyobb ACC koncentracio
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esetében (3. tablazat). Ezek alapjan elmondhatd, hogy a gyokerek hosszabb intervallumu
kitettsége 100 uM ACC-nek csokkent K*/Na" aranyhoz vezetett mindkét vizsgalt novényi

részben (3. tablazat).

3. tablazat A makroelem- és vastartalmak alakuldsa (umol g sziraz tomeg) 7 nappal a 0,01, 1,0 és 100 pM-0s ACC
kezeléseket kovetéen, paradicsomgydkerekben és -levelekben

Gyokér | Levél
ACC (uM)
Kontroll (0) 0,01 1,0 100 Kontroll (0) 0,01 1,0 100

Na* 758+3,5°  74,27+4,1°  881+3,1°  111,742,1° | 51,3+123"  40,132,8" 444+4,6"  63,7+4,8°
K* 949,9 1000,9 1003,1 1054,8 674,3 489,6 500,7 616,0

+91,6" +44,7 £104,4 353" +19,42 +26,1° +16,9° +24,7°
Ca* 148,4 191,37 171,1 147,7 411,3 3159 3257 394,1

+9,0 +13,8" +29,9™ +4,9" +38,2" £27,0% 4345 £132%
Mg?* 187,1 190,21 189,5 2933 1739 1386 1402 1739

+16,1° +15,7° +1,7° 11,12 +12,5° +2,9° +12,1° +9,6°
Fe?* 48£02°  62+02°  7,3:0,5  6,1x02° 1,8:0,1™  15:0,1™ 1401  1,9+402™
K'/Na*  125:0,6°  135+0,5  114+0,5%  9,4:04° 13,140,6°  12,2+1,0° 11,3+0,9°  9,7+0,8"

Atlag + SE, n=6. A kiilonbozé betiivel jelolt értékek szignifikins eltéréseket mutatnak a kezelések kozott
P < 0,05 szinten, (Duncan teszt), ns = nem szignifikans.

Ezzel egyiddben, a 100 uM-0s ACC Mg?* felhalmozodast okozott a gydkérben (3.
tablazat). Annak ellenére, hogy a két kisebb ACC koncentracié szignifikansan csokkentette a
levelek Mg?* akkumulaciéjat, a 100 uM-0s ACC nem befolyasolta azt jelentésen.

A szdvetek Ca?* tartalmaban nem kaptunk szignifikans valtozast a kisérlet soran. Az
exogén ACC szignifikansan fokozta a gyokerek Fe?* szintjét, mig a levelekben a kisebb
koncentraciok enyhe, marginalis Fe?* csokkenést okoztak (3. tablazat).

5.1.2. Exogén ACC kezelés okozta valtozasok a gyokércsucsok, valamint a Kifejlett, nem
oregedo levelek ROS és RNF produkciéojaban

A jarulékos gyokerek apikalis régidojaban a H.Oo, illetve a NO felhalmozodas hangsulyos
valtozasa figyelhetd meg (9. abra). A 100 uM ACC egy hét alatt drasztikusan megemelte a
gyokércsiucsok H20: tartalmat, mikdzben a NO akkumuldciora nem volt hatéssal.

A 0,01 és az 1,0 uM-os ACC viszont jelentdsen csokkentette a gyokércsucsok NO
tartalmat. A O2" termel6dés a tul magas standard mérési hiba értékek miatt nem bizonyult
szignifikansnak és a gyokércsucsok ONOO™ produkcidja sem valtozott a 7. napon (9. abra).

A gyokér kornyezetében megemelkedett ACC koncentracié enyhe, de szignifikdns
mértékt H.O2 akkumulaciot okozott a levelekben 7 napot kovetden, azonban a 02", a NO és a
ONOO" produkcié csupan a 100 pM-os ACC kezelés hatasara mutatott szignifikans
emelkedést, noha ez a ndvekmény a ONOO™ esetében kevésbé volt kifejezett, mint a NO
akkumulacioban torténd valtozas. Az 1,0 uM-os ACC alkalmazasa viszont szignifikdnsan

gatolta a kifejlett, nem dregedd levelek NO termelddését (10. abra).
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H,0, tartalom
AR fluoreszecencia (K%)
NO tartalom
DAF-FM-DA fluoreszeencia (K%)
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9. abra A H202 (A), a 02" (B), a NO (C) és a ONOO" (D) tartalmakban bekovetkezd valtozasok 1 hetes, 0 (fekete oszlopok), 0,01
(kék oszlopok), 1,0 (z61d oszlopok) és 100 uM (piros oszlopok) ACC kezelésnek kitett paradicsomnovények jarulékos gydkereinek
apikalis szegmensében. A kiilonb6zé molekulakra specifikus festékek fluoreszcencia intenzitdsa a kontroll értékek %-aban keriilt
abrazolasra. Atlag + SE, n=16. A kiilsnb6z6 betiivel jeldlt értékek szignifikans kiilonbségeket mutatnak a kezelések kozott P < 0,05

szinten, (Duncan teszt).
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10. abra A H202 (A), a Oz (B), a NO (C) és a ONOO" (D) tartalmakban bekovetkez6 valtozasok 1 hetes, 0 (fekete oszlopok), 0,01
(kék oszlopok), 1,0 (z61d oszlopok) és 100 uM (piros oszlopok) ACC kezelésnek Kitett paradicsomndvények leveleiben. A NO és a
ONOO" specifikus festékek fluoreszcencia intenzitasa a kontroll értékek %-aban keriilt brazolasra. Atlag + SE, n=16. A kiilonb6z6
betiivel jelolt értékek szignifikans kiilonbségeket mutatnak a kezelések k6zott P < 0,05 szinten, (Duncan teszt).

5.1.3. A gyokérzonaban kialakulé ACC tobblet-indukalta valtozasok a
paradicsomndvények fotoszintetikus aktivitasaban

A sztobmak zarodasanak mértéke meghatarozza a parologtatas mértékét, valamint a gazcsere,
ezen beliil a CO; felvételének lehetdségét is. A 0,01 és az 1,0 uM-os ACC koncentraciok csupan
marginalis valtozasokat okoztak a gsw paraméterben a kezelés alatt, viszont a 100 uM-o0s ACC
expozicié hatasara a levelek csaknem 50%-0s gsw redukciot szenvedtek el 24 6ra multan, mely
a kontrollhoz képest szignifikansan alacsonyabb maradt a 2. és 5. napok kozott (11. abra, A).
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A Ci/Ca a gsw-hez hasonld tendenciat mutatott az elsé 2 napon, azonban néhany
kiilonbség megfigyelhetd a 3. naptol (11. dbra, B). A 100 uM-0s ACC kezelést kovetd 24 ora
elteltével szignifikans csokkenés lathato a Ci/Cy paraméterben, majd érdekes médon, a 3. napon
a kontroll szintre torténd visszatérést tapasztaltunk. Ezt egy ismételt szignifikans, a 4. napon

megfigyelhet6 tranziens csokkenés, majd a kontroll érték felé kozelités kovette az 5. naptol.
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11. abra A CO2 asszimilacié és a kapcsolodd paraméterek (A, B, C) illetve a PSII allapotara (D, E, F) vonatkozé Klorofill a
fluoreszcencia paraméterek id6beni valtozasai 7 napos, 0 (e), 0,01 (@), 1,0 (V) és 100 pM (V) ACC kezelésnek Kkitett
paradicsomndvények leveleiben. A: A sztomak vizgbzvezetd képessége, gsw; B: az intercellularis és az atmoszférikus CO2 koncentracio
aranya, Ci/Ca; C: a netté CO2 asszimilacios rata, An; D: a PSII maximalis kvantumhatasfoka sotétadaptalt levelekben, Fv/Fm, E: a
sotétadaptalt levelek minimalis fluoreszcenciaja, Fo; F: a PSII reakciocentrumok nyitott allapotu frakcidja, qL. Atlag +SE,n=3 (A,
B,C)ésn=4(D,E,F). A", ™ é "™ jelekkel jeldlt adatok szignifikdns eltéréseket mutatnak az adott nap kezeletlen kontroll értékeihez
viszonyitva P<0,05, P<0,01 és P<0,001 szinteken (Student’s t teszt).

A két kisebb ACC koncentracid szamottevoen novelte az An mértékét 24 illetve 48 orat

kovetden (11. abra, C). Ezzel szemben, a 100 uM-0s ACC az An szignifikans, konstans
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csOkkenését okozta a kisérlet elején. Egy, a 3. napon detektalt minimum értéket kdvetden rovid
normalizalodasi szakasz figyelheté meg, majd az An a 6. naptdl ismét csokkent. A kisérlet soran
nem tapasztaltunk jelentOs valtozast az Fv/Fm (11. abra, D) és az Fo paraméterekben (11. abra,
E). Erdekes modon, a 0,01 és a 100 pM-0s ACC is csdkkentette a qi-t, azonban ez sokkal

kifejezettebb volt a magasabb koncentracié esetében (11. dbra, F).
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12. 4bra A P700 abszorbancia véltozasok (A, B, C) és a korofill a fluoreszcencia indukcids paraméterek (D, E, F) id6beni valtozasai
7 napos0 (e), 0,01 (@), 1,0 (V) és 100 pM (V) ACC kezelésnek kitett paradicsomnévények leveleiben. Atlag + SE, 4. A: a PSI
fotokémiai kvantumhatasfoka fényadaptalt levelekben, Y(I); B: a PSI donor oldali limitacidjabol fakadé nem-fotokémiai kioltas
kvantumhatasfoka, Y(ND); C: a PSI akceptor oldali limitacidjabol fakaddé nem-fotokémiai kioltas kvantumhatasfoka, Y(NA); D: a
PSII effektiv kvantumhatasfoka, Y(II); E: a nem-szabalyozott energia disszipacié kvantumhatasfoka, Y(NO); F: szabalyozott
(fényaktivalt) energia disszipacio kvantumhatasfoka, Y(NPQ). A " jellel jellt adatok szignifikans eltéréseket mutatnak az adott nap
kezeletlen kontroll értékeihez viszonyitva P<0,05 szinten (Student’s t teszt)

A tapoldat ACC tartalmanak kisebb megemelése (0,01 és 1,0 uM) a Y(I) enyhe,
l1épcsdzetes novekedését okozta (12. abra, A), mely szignifikans eltért a kontrolltol az 6. napon.

Meglepd moddon, a Y(I) értékének megvaltozasat ebben az esetben nem kdvette a Y(II)
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kontrollhoz viszonyitott tendencialis novekedése (12. dbra, D). A 100 uM-os ACC kezelés a
Y (1) szignifikans csokkenését okozta az 1. a 2. és az 5. napon.

A Y(ND) ¢és Y(NA) paraméterekben aprobb fluktuaciok figyelheték meg a kezelési
periodus elején. Fontos megemliteni azonban, hogy a 0,01 uM-os ACC koncentracio (és
enyhébb mértékben az 1 uM-os is) szignifikdnsan megvaltoztatta a PSI nem fotokémiai kioltasi
profiljat donor-oldal dominansrél akceptor-oldal dominansra az 5. naptol, méghozza nettd Y (1)
limitacié nélkiil (12. abra, B, C). A 100 uM ACC-nek torténd kitettség Y (II) gatlo hatasa az 5.
napig er6sodd Y(NPQ), illetve marginalis, ingadoz6 ndvekményeket mutatdé Y(NO)
paraméterekkel tarsul (12. abra, E, F). Bar a 0,01 uM ACC is okozott tranziens, szignifikans
Y(II) redukciot és Y(NPQ) novekedést a 2. napon, a kisebb ACC koncentraciok hatasara
késObb csupan marginalis valtozasok voltak megtigyelhetok a Y(NO) és Y(NPQ) értékekben.
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13. abra A PSI koriili ciklikus elektronaramlas kvantumhatasfok-tobbletének idébeni valtozasai 7 napos, 0 (e), 0,01 (@), 1,0 (V) és
100 uM (V) ACC kezelésnek kitett paradicsomndvények leveleiben. Atlag + SE, n = 4. A" jellel jellt adatok szignifikans eltéréseket
mutatnak az adott nap kezeletlen kontroll értékeihez viszonyitva P<0,05 szinten (Student’s t teszt)

A Y(CEF)/Y(II) arany vizsgalatabol kideriilt, hogy a 0,01 és az 1,0 uM-0s ACC
kezelések szignifikdnsan ndvelték a CEF-PSI mértékét az 1. és a 2. napon, azonban a 100 puM-
0s ACC expozicio a CEF sokkal hangsulyosabb emelkedését okozta. Ez az 5. napon érte el a

maximumat, melyet érdekes modon egy jelentds visszaesés kovetett (13. abra).

4. tablazat A paradicsomlevelek klorofill a és b (Kl a Kl b) valamint az 6ssz-
karotinoid (Kar) tartalmaban (mg gfriss témeg) bekdvetkezd valtozdsok 7
nappal a 0,01, 1,0 és 100 uM-os ACC kezeléseket kdvetden.

Kontroll 0,01 uM 1,0 uM 100 puM
(0 uM ACC) ACC ACC ACC
Kl a 1,69+0,06™  1,78£0,03"  1,89+0,10" 1,56+0,18"
Kl b 0,6240,02"  0,63+0,02"  0,70+0,05"  0,58+0,07"
Kl a+b 2,31+0,08"  2,41+£0,04"  2,59+0,14"  2,14+0,25"
Kar 0,44+0,01% 0,46+0,012 0,48+0,028  0,39+0,03°

Atlag + SE, n=3. A kiilonb6z6 betiivel jelolt értékek szignifikéns eltéréseket
mutatnak a kezelések kozott p < 0,05 szinten (Duncan teszt), ns = nem
szignifikans.
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Az oxidativ stresszre utald koriilmények ellenére, nem talaltunk szadmottevo eltérést a
levelek Kklorofill- és karotinoidtartalmaban egy hét elteltével, kivéve a 100 uM-0s ACC kezelés
esetét, ahol a karotinoidok enyhe, de szignifikans csokkenése figyelhetd meg (4. tablazat).

A 0,01 és az 1,0 uM-0s ACC kezelések a kontrollhoz képest szignifikdnsan novelték a
gyokerek Osszcukor tartalmat a 7. napra (5. tablazat). Mind a fruktéz, mind a glik6z
akkumulacio ACC altali serkentését megfigyelhettiik a gyokérben, azonban a fruktdz tartalom
haromszorosa volt a glikozénak. A 1,0 és a 100 uM-0s ACC koncentracio is csokkentette a
gyokerek szachardz felhalmozésat. Az exogén ACC expozicid novelte a gyokérszovetek

szorbitol tartalmat a 7. napra, kivéve a 100 uM-0s ACC kezelés esetét.

5. tablazat Az Ssszcukor-tartalom (mg g'friss tdmeg) és a kiilonbozé tipust cukrok és a szorbitol (umol g'friss tdmeg)
akkumulacidja 7 nappal a 0,01, 1,0 és 100 uM-os ACC kezeléseket kovetden.
Gyokeér | Leveél
ACC (uM)
Kontroll (0) 0,01 1,0 100 Kontroll (0) 0,01 1,0 100

Osszeukor  558193" 740428  75,041,1°  57,9422° | 857+50°  95,6:0,7° 106,5+4,0° 91,0434
Gliikéz 3,74£0,10°  8,9140,05" 7,80:0,04" 5,81+0,04° | 8,84+0,01° 12,8:02°  143+02" 13,5£0,5"
Fruktoz 13,0003 19,940,1°  202+02"  14,5¢02" | 17,7+0,1°  20,0:03" 21,7203 19,8:0,4°
Szacharoz 5 66:033° 3,1240,10° 1,08£0,18° 1,9140,12° | 1,34+0,18"  3,07+0,28" 2,04+027" 1,58+0,52°

Szorbitol 0,09£0,01"  0,14£0,09° 0,15£0,02° 0,08£0,01° | 0,27£0,013" 0,4120,02" 0,46:0,02° 0,45:0,02"
Atlag + SE, n=3. A kiilonbdzé betiivel jeldlt értékek szignifikans eltéréseket mutatnak a kezelések kozott P < 0,05 szinten (Duncan
teszt).

A levelek 06sszcukor, gliikoz és fruktoz akkumulacidjaban a gyodkéréhez hasonlo
tendencidkat figyeltiink meg, azzal a kivétellel, hogy a levélben a fruktoztartalom csupan
koriilbeliil kétszerese volt a gliikozénak (5. tablazat). A 0,01 uM-0s ACC fokozta a levelek

crcr

5.2. Paradicsomgyokerek sé-indukalta, etilén fiiggo valaszai
52.1. Az ET jelatvitel szerepe a gyokerek sotoleranciajaban, ROF és RNF
produkciojaban, ET receptor mutans, Never ripe paradicsomnévényekben.

Az ET-érzékelésnek a gyokér sostressz-valaszaiban betoltott szerepét vizsgalva meghataroztuk
a gyokércsucsok ET kibocsajtasat a 100 mM-0s és a 250 mM-os NaCl kezelést kdvetden.

Mindkét sokoncentracid novelte az ET emisszidt a Nr mutans gyokerek apikélis
szegmensében (14. abra). A szubletdlis sokoncentracid mindkét genotipus ET produkcidjat
megnodvelte a 6. oratdl. A 250 mM-os NaCl kezelés 24. orgjat kovetden a VT és Nr
gyokércsticsok ET produkcioja is szignifikansan csdkkent.

A sokezelések hatdsara, mar 1 ora elteltével O™ felhalmozddast tapasztaltunk mindkét
genotipus gyokércsucsaban, ami viszont szignifikansan magasabb értéket ért el a Nr mutansban
(15. abra, A). 100 mM NaCl jelenlétében, 6 ora elteltével a Oz produkci6é csokkent a VT
gyokerek apikdlis régidjaban ellentétben a Nr mutdnsokéval. Ugyanakkor, 250 mM NaCl
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magas, maradandd O." felhalmozodast indukalt a VT és a Nr gyokércsucsokban, bar az

utobbiak esetében ismét magasabb értékeket detektaltunk 1, illetve 6 ora elteltével.
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14. abra Az ET produkcio VT (fekete oszlopok) és Nr mutans (ferdecsikos, halvanykék oszlopok) paradicsomndvények jarulékos
gyokereinek apikalis régiojaban a 100 ill. 250 mM-os NaCl kezelés 1., 6. és 24. orajat koveten. Atlag + SD, n = 6. A kiilonbozo
betiivel jelolt értékek szignifikans kiilonbségeket mutatnak a kezelések kozott, az adott idépontban P < 0,05 szinten (Duncan teszt).
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15. dbra A O2™ (A), a H202 (B), a NO (C) és a ONOO" (D) akkumulacié VT (fekete oszlopok) és Nr mutans (ferdecsikos, halvanykék
oszlopok) paradicsomndvények jarulékos gyokereinek apikalis régiojaban a 100 ill. 250 mM-os NaCl kezelés 1., 6. és 24. orajat
kovetden. A kiilonboz6 molekulékra specifikus festékek fluoreszcencia intenzitdsa a kontroll értékek %-aban keriilt dbrazolasra. Atlag
+ SD, n = 6. A kiilonbozo bettivel jelolt értékek szignifikans kiilonbségeket mutatnak a kezelések kozott, az adott iddponban P < 0,05
szinten (Duncan teszt).
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A s6 expozicid 1. o6rgjat kovetéen csupan a VT gydkércsucsok H2O» mennyisége
emelkedett meg (15. abra, B), a Nr novényekben ez a valtozas az idoben eltolva és csak a 250
mM-os NaCl kezelés esetében volt megfigyelhetd. Mig a letalis NaCl koncentracio tranziens
NO akkumulaciét indukalt, a szubletalis stressz minden iddpontban megemelte a NO szinteket
a VT és Nr gyokércsticsokban. Utdbbiak esetében a kezdeti, s6-indukalta NO felhalmozodas
sokkal intenzivebbnek mutatkozott, illetve a letélis stressz soran tartosabbnak is (15. abra, C).

A ONOO" képzddés csupan a letalis NaCl kezelés hatdsara emelkedett meg
szignifikansan, ami kifejezettebb volt a Nr mutans esetében (15. 4bra, D).

A NaCl kezelés karos hatasainak meghatdrozasara tobbek kozott a gyokércsucs
sejtjeinek ¢letképességeét detektaldo FDA festését valasztottuk. 250 mM NaCl jelenlétében, 6 6ra
elteltével szignifikans életképesség csokkenést tapasztaltunk mindkét genotipusban (16. abra).
Hasonlo valtozést figyeltiink meg a Nr gyokércsucsok esetében is szubletalis stressz soran,
ellentétben a VT novényekkel. Ez azt sugallja, hogy a Nr mutansok gyokércsucsi sejtjeinek

soérzékenysége joval magasabb, igy a karosodas is sokkal kifejezettebbé valt a 24. érara.
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(Pixel intenzitas K%, gyikér)
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VT Nr
16. abra Az FDA fluoreszcencia (életképesség) VT (fekete oszlopok) és Nr mutans (ferdecsikos, halvanykék oszlopok)
kontroll értékek %-aban abrézolva. Atlag + SD, n = 6. A kiilonboz6 betiivel jelolt értékek szignifikans kiilonbségeket mutatnak a
kezelések kozott, az adott idéponton beliil P < 0,05 szinten (Duncan teszt).
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17. dbra Az elektrolit-kieresztésben (A) és a DNS-fragmentdcioban (B) bekdvetkezd valtozasok VT és Nr mutins
paradicsomndvények jarulékos gyokereiben 24 6ras 100 ill. 250 mM-os NaCl kezelést kovetéen. M: DNS marker. Atlag + SD, n = 6.
A kiilonbozd bettivel jelolt értékek szignifikans kiilonbségeket mutatnak a kezelések kozott (A) P < 0,05 szinten (Duncan teszt).
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A szovetek elektrolit kieresztése szintén tiikrézi a stressz altal okozott
membrankarosodast. A gyokércsucsi sejtek életképességében bekdvetkezd sostressz okozta
valtozéasokat a teljes gyokérzet elektrolit-kieresztésének vizsgalata is megerdsitette (17. abra,
A). Az elektrolit-kieresztés mértéke 80%-os volt mindkét genotipus esetében az erds sostressz
24. 6rajaban, mig 55%-0s a Nr gydkerekben 100 mM NacCl kezelés hatasara.

A sejtek életképességének csokkenésével parhuzamosan egyes sejtek elhalnak. A
kialakuld programozott sejthalal mértékét a DNS degradécio6 is tiikrozi. A DNS-fragmentéciod
mindkét genotipusban megfigyelhetd volt a 250 mM-os NaCl kezelés hatasara, ugyanigy, mint
a szubletalis sostresszt elszenvedd Nr gyokerek esetében (17. abra, B).

Az ion-homeosztazis fenntartasa, kiilonosen az optimalis K*/Na* arany alapvetd a sejtek
tuléléseéhez a sostressz soran, mivel az ionegyenstulyban bekdvetkezd irreverzibilis valtozasok
képesek aktivalni a PCD-t. A 24 o6ran at jelen levo, letalis NaCl koncentracié mindkét
genotipusban csokkent K* tartalmat eredményezett, illetve mar a szubletalis sostressz is hasonlo
valtozast okozott a Nr gyokerekben. Emellett, a sokezelések hatdsara szignifikans Na*
akkumulacio volt mérheté mindkét genotipusban (6. tablazat). A K*/Na* arany mindkét
sokoncentracid esetében a Nr gyokerekben csokkent jelentésebb mértékben az alacsony K*

tartalom miatt, mig a VT gyokerekben csak 250 mM NaCl koncentracional volt megfigyelhetd.

6. tablazat A K* és Na* tartalmakban (mg szaraz témeg™ g'), valamint a K*/Na* ardanyban bekovetkezd valtozasok VT és Nr
mutdns paradicsomnévények jarulékos gyokereiben 24 oras 100 ill. 250 mM-os NaCl kezelést kovetden

Kontroll 100 mM NaCl 250 mM NaCl

\al Nr VT Nr \a) Nr
K* 23,8 42,5 17,6 + 3,75 39,44 + 7,332 12,43 +3,13¢ 9,66+ 1,29¢ 6,03 +0,7°
Na* 14,16 £0,149 12,8 +1,75¢ 25,33+1,73* 20,62 +0,3° 27,93 +0,942 26,16+ 1,36%
K*/Na* 1,680,172 1,36 +0,12° 1,55+ 0,18% 0,6 +0,16° 0,35 + 0,06¢ 0,23 + 0,014

Atlag + SD, n=6. A kiilonb6z6 betiivel jeldlt értékek szignifikans eltéréseket mutatnak a kezelések kozott P < 0,05 szinten (Duncan
teszt).
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VT Nr I VT +E64 —— Nr+E64
18. abra A fehérje tartalomban (A) és az Ossz-proteolitikus aktivitasban (B) bekovetkezé valtozasok VT (fekete oszlopok) és Nr
mutans (ferdecsikos, halvanykék oszlopok) paradicsomnévények mellékgyokereiben 24 6ras 100 mM ill. 250 mM NaCl kezelést
kovetden, a specifikus cisztein proteaz gatloszer, E64 hianyaban, vagy jelenlétében VT (sotétsziirke oszlopok) és Nr mutans (fehér,
csikos oszlopok) gydkereiben. Atlag + SD, n= 6. A kiilonb6z6 betiivel jelolt értékek szignifikans kiilonbségeket mutatnak a kezelések
kozott P < 0,05 szinten (Duncan teszt).

A stressz egyik velejardja lehet a fehérjék degradacidjanak fokozodasa, amit specifikus
protedzok katalizalnak. A sejthalallal kapcsolatosan kiilondsen fontos lehet a cisztein proteazok
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aktivaloddsa. A 250 mM NaCl jelenléte redukalt protein tartalmakat okozott a VT és Nr
gyokerekben egyarant (18. &bra, A), amivel parhuzamosan a proteolitikus aktivitas is
novekedett (18. dbra, B), mindez megfigyelhetd volt a Nr novények esetében is szubletdlis
sOstresszt kovetden. A specifikus cisztein proteaz gatlo, az E-64 csokkentette a teljes proteaz
aktivitast a gyokerekben, mely utan lathatova valt, hogy a stresszhatas erdsodésével az 0ssz-
proteolitikus aktivitds egyre nagyobb hanyadaban vettek részt a cisztein proteazok.

5.3. A paradicsomnovények etilén statuszatél fiiggé valtozasok toleralhaté és letalis
sostressz soran

5.3.1. A sé6-indukalt etilén produkcio, a novekedés, a vizhaztartas és a klorofill- valamint
a Na* és K™ tartalmak valtozasa kiilonbozé ET statuszi novényekben

A novények ET stituszanak moédositasara a VT novényeket exogén ACC-vel gyokéren
keresztiil (el6)kezeltiik. Az ET jelatvitel hianyanak sostressz akklimatizaciora gyakorolt hatasat
pedig az ET receptor mutans Nr/Nr novényekben vizsgaltuk.

A 10 uM ACC hozzéadasat kovetd 2. oraban — a kisérlet 0 idépontja az ACC kezelés 1.
orajanak leteltétol szamitva — az ACC-kezelt VT gyokérben tobb mint kétszer magasabb ET
emissziot detektaltunk, mint a kezeletlen VT novények esetében. Az ET felszabadulas
mértékének maximuma a 6 6ras mintavételkor volt megfigyelhetd, azonban 24 6ra utan sem
esett vissza a kezeletlen VT értékre (19. abra, B). S6 hianyaban a Nr gyokerek ET produkcioja

nem kiilonb6zott a VT novényekétol.
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19. abra A Kkifejlett, nem 6regedé levelek (A) és a gydkerek (B) ET kibocsajtasa, VT (fekete oszlopok) és Nr mutans (ferdecsikos,
halvanykék oszlopok) (0 uM ACC), valamint 10 pM ACC-vel kezelt VT (narancssarga oszlopok) paradicsomnévényekben 1, 6, ill.
24 6ras 100 ill. 250 mM-o0s NaCl expozicidt kovetben. A kisérlet kezd6 idépontja a VT novények ACC kezelése 1. orajatol szamitva.
Atlag + SE, n=4. FT” = friss tdmeg. A kiilonb6z6 betiivel jelolt értékek szignifikans kiilonbségeket mutatnak a kezelések és az eltéré
idépontok kozott P < 0,05 szinten, (SNK teszt).
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A 100 mM-os ill. 250 mM-os NaCl koncentraciok hozzaadasat kovetéen a VT
gyokerekben csupan 6 6ra elteltével, a toleralhaté stressz jelenlétében talaltunk szignifikans ET
emisszi6 novekedést, mig a letdlis stressz a 24. orara szignifikdns visszaesést okozott a
paraméter értékeiben (19. dbra, B). Az exogén ACC jelenléte a szubletalis sostressz soran
tartosan, szignifikdnsan novelte a gyokér ET kibocsajtasat a megfeleld sokezelt VT-hez képest,
azonban letélis sOstressz soran csupan a 6. 6raban okozott emelkedést. A Nr mutansok gyokerei
szinte azonnali, drasztikusan megemelkedett ET emisszioval valaszoltak a NaCl megjelenésére
a tapoldatban, mely szubletalis stressz soran a 6. és 24. draban alacsonyabb, de a VT értékénél
szignifikdnsan magasabb szintre 4llt be, az extra ACC-vel kezelt VT gyokerekhez hasonloan.
Erdekes modon, a gydkérzona megndvelt ACC tartalma csupan a 6. Ordban véltott ki
szignifikdns — tobb mint haromszor magasabb — ET emissziot a levélben, jollehet a VT kontroll
novények ET produkcidja kissé magasabb volt az 1 6ras mintavételi idépontban, mint a késébbi
idépontokban (19. abra, A). A gyokérrel ellentétben, a kezeletlen Nr levelek ET emisszioja
szignifikansan alacsonyabb volt, mint a VT ndvényeké az 1 6ras mintavételkor.

A VT levelek mar 1 6ra multan is jelentds ET produkcioval valaszoltak a s6kezelésekre,
ez 100 mM NaCl-nal az els6 6raban mutatott maximumot, majd az id6 elére haladtaval kontroll
értékre allt be (19. abra, A). A 250 mM NacCl hatasara a VT levél szintén megemelkedett ET
produkcidéval valaszolt, mely az 1. és a 24. 6raban mutatott maximumot és bizonyult
szignifikdnsnak. A levélben a gyokérével ellentétes tendenciakat lehetett felfedezni a 10 uM
ACC jelenlétében torténd 100 mM-os NaCl kezelés soran, ahol az elsé 6rdban az ACC
csOkkentette a sostressz indukalt ET produkciot. A letalis sOkoncentracio exogén ACC
jelenlétében még tovabb novelte a levelek ET-termelését az 1. ora elteltével, mig 6 és 24 6ra
utan, varatlan modon szignifikinsan gatolta azt a megfeleld sokezelést kapott VT levelekhez
képest. A Nr levél esetében a szubletilis, illetve a letalis sokezelés 24. 6rdja utan taldltunk

szignifikdns emelkedést az ET produkcioban.
0.0
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B YT 0 VT + 10 uM ACC F274 Nr
20. abra A vizpotencial VT (fekete oszlopok) és Nr mutans (ferdecsikos, halvanykék oszlopok) (0 uM ACC), valamint 10 pM ACC-
vel kezelt VT (narancssarga oszlopok) paradicsomnévények leveleiben 1, 6, ill. 24 6ras 100 mM ill. 250 mM NaCl expoziciot
kovetden. A kisérlet kezd6 id6pontja a VT novények ACC kezelése 1. 6rajatol szamitva. Atlag + SE, n =4. A kiilonb6z6 bettivel jelolt
értékek szignifikans kiillonbségeket mutatnak a kezelések és az eltérd idépontok kozott P < 0,05 szinten, (SNK teszt).
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A Nr mutansok leveleinek yw értékei kezeletlen allapotban is mutattak aprobb, idofliggd

eltéréseket a VT novényekéhez képest (20. abra). A 100 mM NaCl jelenléte a Nr mutansok

"

tencialjat tartosan csokkentette, mely a VT levelek esetében id6ben eltolva jelentkezett.
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250 mM NaCl eleinte novelte, majd a 6 ora elteltével kb. 60%-kal csdkkentette, k

1

alacsonyabb wyw értékekkel rendelkeztek (20. abra). Az ACC kezelés a letalis sostressz elsd

égig jova

r

kontroll szintre allitotta a VT levelek vizpotencialjat, mig a Nr mutdnsok v
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ordjan kiviil- ahol erés csokkenést okozott — szignifikans emelkedést indukalt a VT levelek
vizpotencidljaban sostressz soran, illetve az 1 6ras mintavételt kivéve, NaCl hidnyaban is.

Nem tapasztaltunk jelentds kiilonbségeket a levelek, illetve a gyokerek friss- és szaraz
tomegeiben a kisérletek soran (7. tablazat). A Nr levelek alacsonyabb relativ viztartalommal
(RVT) rendelkeztek az 1 6ras mintavételi idopontban, mint a VT, illetve ACC-kezelt novények,
mely kiilonbség az id6 elérehaladtaval eltlint (7. tablazat). A Nr mutansokban az ACC-kezelt
VT levelekhez hasonld6 RVT emelkedést tapasztaltunk a szubletalis stressz 24. o6rdjaban.
Erdekes modon, a letalis NaCl koncentracié 1 6ra utan szignifikans RVT emelkedést okozott
ugyanugy, ahogy az ACC kezelt novények esetében, ezzel szemben a Nr mutdnsokban
szignifikans csokkenést detektaltunk 24 orat kdvetden.

A VT gyokerek K' tartalma a sdkoncentracid ndvekedésével egyenes aranyban
csokkent, azonban a Na* akkumulacios kapacitasuk mar 100 mM NaCl jelenlétében telitédott
(8. tablazat). A VT gyokerek K*/Na* aranya a K* tartalomhoz hasonl6 tendencidban csokkent
a sokezelések hatdsara. A megfigyelt valtozasokat a kezeletlen kontroll és a 100 mM NaCl
esetén nem befolyasolta az exogén ACC kezelés, letalis sokoncentracional az iontartalmak €s a

K*/Na* is csokkenni kezdett, bar nem szignifikansan a VT-hez képest ACC elékezelés utan.

8. tablazat A kalium (K*) és natrium (Na*) tartalom, valamint a K*/Na* arany (mg g* széraz témeg), VT és 10 uM ACC-vel
kezelt VT paradicsomnévények gydkereiben 24 6ras 100 ill. 250 mM-os NaCl expoziciot kovetden.

Kontroll 100 mM NacCl 250 mM NaCl
VT VI+10uM VT VI+10pyM VT VT + 10 uM
ACC ACC ACC
K+ 32,02 34,41 19,46 21,45 5,79 2,76
+1,22 £2,12 +£1,5° +£2,0° +3,4° +1,4°
Na* 7,50 8,99 18,97 15,63 22,11 17,49
+1,1° £0,2¢ +£1,3% £1,1° +4.4° +1,7®
K*/Na* 3,72 3,84 1,03 1,41 0,28 0,15
+0,12 +0,32 +0,1° +0,2° +0,2¢ +0,1¢

Atlag + SE, n=3. A kiilonb6z6 betiivel jelslt értékek szignifikans eltéréseket mutatnak a kezelések kozott P < 0,05 szinten Duncan
teszt).

9. tablazat A kalium (K*) és natrium (Na*) tartalom, valamint a K*/Na* arany (mg g* szaraz témeg), VT és Nr muténs (0 pM
ACC), valamint 10 uM ACC-vel kezelt VT paradicsomnovények leveleiben 24 6ras 100 ill. 250 mM-os NaCl expoziciot
kovetden.

0 mM NacCl 100 mM NaCl 250 mM NaCl

vi VT ;C“é MM Ny vi VT ;CIOC MM Ny vi VT ;CIOC mME N
K* 21,60 21,27 21,73 19,00 19,38 13,98 20,97 24,09 21,08
+ 1,58 +0,8? +2,32 +0,12 +2,52 +1,7° +1,9 + 3,42 +1,8°
Na* 0,91 1,26 0,90 1,59 2,87 3,50 24,90 29,56 32,59
+0,2¢ +0,1¢ + 0,24 + 0,44 +0,5¢ +0,4¢ +0,20 + 5,02 +0,12

KNa* 2539 17,40 21,73 13,47 7,62 4,17 0,84 0,87 0,65
+ 5,22 +1,9% + 3,4% +3,0P +2.4P +0,9¢ +0,1¢ +0,3° +0,1¢

A kisérlet kezd8 idSpontja a VT novények ACC kezelése 1. 6rajatol szamitva. Atlag + SE, n = 3. A kiilsnbz6 betiivel jeldlt értékek
szignifikans kiilonbségeket mutatnak a kezelések kozott P < 0,05 szinten (Duncan teszt).

A sOkezelések nem voltak szignifikans hatassal a levelek K*-tartalmara, sem a VT, sem

az exogén ACC kezelt VT ndvényekben, ez ugyanakkor csokkent a Nr mutdnsokban a
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szubletalis sOstressz 24. orajat kovetden (9. tablazat). Az ACC kezelés és a Nr mutacio is tovabb
fokozta a so6-indukalta Na* akkumulaciot a levelekben, kiilondsen a letalis sOkoncentracid
esetében (9. tablazat). A 24 6réds, 100 mM-os NaCl kezelés okozta enyhe csokkenés a VT
levelek K* tartalmdban, valamint a Na* tartalmuk enyhe ndvekedése kis mértékben, de
szignifikdnsan csokkentette a K*/Na* aranyt, mely a Nr mutans kifejezettebb volt. A 250 mM-

os NaCl drasztikusan csokkentette az 6sszes csoport K*/Na* aranyat.
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Eletképesség

FDA fluoreszcencia
(Pixel intenzitis K%, gydkér)

OmM 100 mM250mM OmM 100 mM 250 mM  O0mM 100 mM 250 mM
NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl

BN VT [ VT+ 10 uM ACC
21. abra A sejt-életképességének valtozasa VT (0 uM ACC, fekete oszlopok), valamint 10 uM ACC-vel kezelt VT (narancssarga
oszlopok) paradicsom jarulékos gyokércsucsokban, a 100 ill. 250 mM-os NaCl hozzaadasat kovetd 1, 6, ill. 24 6ra elteltével. A mért
pixelintenzitas értékek az adott idépont kezeletlen, VT gyokér értékeire normalva. A kisérlet kezd6 iddpontja a VT novények ACC
kezelése 1. orajanak leteltétdl szamitva. Atlag + SE, n = 4. A kiilonboz6 betiivel jelolt értékek szignifikans kiilonbségeket mutatnak P
< 0,05 szinten (Duncan teszt).

Erdekes modon, az exogén ACC kezelés onmagaban, szignifikinsan fokozta a
gyokércsucsi sejtek ¢letképességét az egy ¢és hatoras mintavételi idépontokban. Bar a
szubletalis sokezelés nem okozott életképesség romlast a VT gyokércsucsokban, az exogén
ACC kezeléssel kombinalva mégis tapasztalhato szignifikans csokkenés a paraméterben 24 6ra
elteltével (21. abra). Ezzel szemben, az ACC kezelés 250 mM NaCl jelenlétében tovabb

csOkkentette a gyokércsucsok életképességét, mar 1 orat kovetden.

10. tablazat A Klorofill a és b (Kl a, Kl b), illetve karotinoid (Kar) tartalom (mg g* friss tdmeg), VT és Nr mutans (0 pM
ACC), valamint 10 uM ACC-vel kezelt VT paradicsomnovények leveleiben 24 6ras 100 ill. 250 mM-0s NaCl expoziciot
kovetben.

0 mM NaCl 100 mM NaCl 250 mM NacCl
VT + 10 uM VT + 10 uM VT + 10 uM
VT ACC Nr VT ACC Nr VT ACC Nr
Kla 172 1,82 1,01 1,68 2,02 1,84 1,77 1,73 1,65
+0,02% +0,04° +0,05° +0,03% + 0,042 +£0,05°  +0,03% + 0,020 +0,01¢
KIb 058 0,65 1,15 0,61 0,76 0,97 0,66 0,59 0,80
+0,02¢ +0,04¢ +0,06° +0,02¢ +0,02¢ +0,03°  +0,02¢ +0,01¢ +0,03°
Kar 0,34 0,37 0,58 0,36 0,45 0,49 0,35 0,38 0,43

+0,01¢ +0,01¢ +0,03? + 0,001 +0,01° +0,02° +0,01¢ +0,01¢ +0,02°

A kisérlet kezdé idSpontja a VT névények ACC kezelése 1. 6rajatol szamitva. Atlag + SE, n = 5. A kiilénb6zé betiivel jeldlt értékek
szignifikans kiilonbségeket mutatnak a kezelések kozott P < 0,05 szinten (Duncan teszt).

A 24 6ras, 10 uM-o0s ACC kezelés 100 mM NaCl-al kombinalva szignifikansan, kb.
20%-kal megemelte a VT novények Kl a tartalmat, letalis NaCl koncentracio jelenlétében ez
azonban nem alakult ki (10. tablazat). A kezeletlen Nr mutans névények csaknem 10%-kal

magasabb Kl a, és koriilbeliil 50%-kal magasabb Kl b mennyiséggel rendelkeztek. A VT
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levelek Kl a tartalmara a sokezelés nem volt jelentds befolyassal a vizsgalt idészakban. A letalis
sokoncentraci6 szignifikansan csokkentette a Nr levelek Kl a tartalmat 24 6ra alatt, azonban a
megfigyelt értékek szubletdlis stressz soran magasabbnak, mig letdlis stressz soran
alacsonyabbnak bizonyultak, mint a hasonld kezelésen atesett, VT novények leveleiben.

A gyokerek exogén ACC kezelése, szubletalis sostresszel kombinalva szignifikansan
megemelte a levelek Kl b tartalmat a 6 6ras mintavételi idépontra (10. tablazat). Annak ellenére,
hogy a Nr levelek KI b koncentracidja s6-indukalta csokkenésen ment keresztiil, a kisérletek
végére még mindig magasabbnak mutatkozott, mint a VT levelek esetében. A karotinoid
tartalom valtozasai kovették a K1 b esetében megfigyelt tendenciakat (10. tablazat).

5.3.2. A ROF és RNF akkumulacio sé-indukalt valaszainak idéfiiggése megemelt ET
produkcioju paradicsomnovényekben

Mivel a Nr mutans gyokerének sostressz-valaszait az 5.2.1-es fejezetben mar targyaltuk,
az exogén ACC-vel kezelt, megemelt ET produkcioval rendelkezé ndovények adatait az alabbi

alfejezetben foglaltuk Gssze.
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(pixel intenzitas, gyikér)

APT fluoreszcencia
(pixel intenzitas, gyikér)

ONOO™ tartalom

OmM 100mM250mM  O0mM 100mM 250 mM  O0mM 100 mM 250 mM
NaCl  NaCl  NaCl NaCl  NaCl  NaCl NaCl NaCl  NaCl

B VT [ VT 10 M ACC
22. abra A O2" (A) a H202 (B), a NO (C), illetve a ONOO" (D) akkumulacidja VT (0 uM ACC, fekete oszlopok), valamint 10 pM
ACC-vel kezelt VT (narancssarga oszlopok) paradicsom jarulékos gyokér csucsokban, a 100 ill. 250 mM-0s NaCl hozzaadasat kovetd
1, 6, ill. 24 ora elteltével. A kisérlet kezd6 idépontja a VT novények ACC kezelése 1. 6rajanak leteltétdl szamitva. Atlag + SE,n=4.
A kiilonboz6 betiivel jelolt értékek szignifikans kiilonbségeket mutatnak P < 0,05 szinten (Duncan teszt).
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ey ey

a szubletalis sokoncentracio a 6. oratol indukalt fokozott O™ felhalmozodast a VT jarulékos
gyokércsticsokban (22. dbra, A).

A 10 pM-os ACC kezelés megnovelte a VT gyokércsucsok H>O» tartalmat az 1 orés
mintavételi idépontban, ugyanakkor sdstressz soran csupan a 6. Oraban detektaltunk
szignifikans, exogén ACC hatast, mely a so-indukdlta H>O> akkumulacid6 mérséklodését
jelentette (22. abra, B). Ezzel szemben, 24 6rat kdvetden, az ACC-vel kombinalt, 100 mM-0s
sO jelenléte hangsulyos H2O2 ndvekedést indukalt, ellentétben a 100 mM-os NaCl kezelést
onmagaban kapott gyokerekkel.

Bar a 10 uM-os ACC NaCl jelenléte nélkiil mindharom idépontban megemelte a NO
szinteket, a szubletalis sokezelés 6. 6rajatol, illetve a 250 mM NaCl hozzaadasat kovetd 1 ora
elteltével, az exogén ACC szignifikdnsan csokkentette a NO akkumuldciot a gyokércsticsokban
(22. abra, C), ez azonban a letalis soStressz esetében a 24 o6ras mintanal megfordult. Mig a
kisérlet elején az exogén ACC enyhitette a természetes ONOO™ felhalmozddast a
gyokércsucsokban, addig ugyanezt fokozta a 24. 6rara. Soéval kombinalva viszont, az ACC a
letalis koncentracio esetében, az 1. és a 6. 6raban jelentdsen fokozta a ONOQO™ akkumulaciot a
csak 250 mM-os NaCl kezelésben részesiilt gyokerekhez viszonyitva (22. abra, D).

A megemelkedett NaCl koncentracid hatasara 1 ¢€s 24 ora elteltével a VT levelek
intenziv O™ akkumulacidval valaszoltak, mely a 6. draban csupan a 250 mM-0s NaCl esetében
volt megfigyelhet6. Bar mindkét sokezelés megemelt O2" szinteket eredményezett rovid tavon,
1 ora utan a Nr novények leveleiben, ez a novekedés a késdbbi idopontokban elmaradt,
hasonloan az ACC-vel kezelt VT névényekéhez a 250 mM-os NaCl jelenlétében (23. 4bra, A).

A gyokérzonaban jelenlévd extra ACC nem okozott szignifikdns valtozast a VT
levelekben a H20- felhalmozodasban szubletalis sostressz alatt. A Nr levelekben viszont a VT-
hoz képest hangsulyosabb H20, felhalmozodaést figyeltiink meg a 100 mM-os sokezelés 24.
orajaban (23. bra, B). Erdekes médon, a letalis koncentraci6jii NaCl H.O, akkumulaciot
indukald hatasa mind az ACC kezelt, mind a Nr muténsok leveleiben fennmaradt a 24. oraig,
bar az ACC alkalmazésa esetén kisebb mértékben.

A 100 mM NaCl enyhén, de szignifikdnsan csokkentette a VT levelek NO szintjeit 1
orat kdvetden (23. abra, C), mely az ACC kezelt és a Nr novények esetében elmaradt, sét a 24.
ords mintavételi idéponton a két utobbi csoport esetében drasztikusan megnodvekedett NO
akkumulaciot figyeltiink meg, mely kifejezettebb volt az ACC kezelt novények esetében. A
letalis sokezelésre a VT levelek gyors, de enyhe NO ndvekedéssel reagaltak, ami az id6
elérehaladtaval elhalvanyult. Ez a jelenség a Nr mutansokban 6 6rat kovetden figyelhetd meg.
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A gyokéren keresztiili, exogén ACC kezelés szignifikans NO felhalmozodast okozott a letélis
sOstressz 24. orajat kovetden a levélben.

A ONOO" akkumulacidja altalaban egyenletes volt a mintdkban. Az exogén ACC
kezelés a s6 hozzaadasat kovetd 1 6raban enyhe, de szignifikans ONOO™ akkumulaciot indukalt
a VT levelekben a 100 mM-os NaCl koncentracio esetében, amely a Nr levelekben is
megmutatkozott (23. dbra, D). 24 ora elteltével viszont az exogén ACC drasztikusan fokozta
ONOO" felhalmozodast 100 mM NaCl jelenlétében, viszont letalis sostressz soran jelentdsen

visszafogja azt a VT-hez és a Nr mutacio okozta valtozasokhoz képest.
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23. abra A 02" (A) a H202 (B), a NO (C), illetve a ONOO" (D) akkumulacidja VT (fekete oszlopok) és Nr mutans (ferdecsikos,
halvanykék oszlopok) (0 uM ACC), valamint 10 uM ACC-vel kezelt VT (narancssarga oszlopok) paradicsomnovények leveleiben, a
100 mM ill. 250 mM-o0s NaCl hozzaadasat kovetd 1, 6, ill. 24 6ra elteltével. A kisérlet kezd6 idépontja a VT ndvények ACC kezelése
1. drajanak leteltété] szamitva. Atlag + SE, n = 3 (A), n = 4 (B, C, D). A kiilonboz6 betiivel jelolt értékek szignifikans kiilonbségeket
mutatnak P < 0,05 szinten (SNK teszt).
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5.3.3 A O2" és a H20: lebontasiaban szerepet jatszo antioxidins enzimek Sé-indukalt
aktivitasvaltozasainak ET- és idofiiggése

Bizonyos enzimek aktivitasa esetén a kezeletlen, VT kontroll novényeknél is jelentés
napszakos ingadozas figyelhetd meg az aktivitasban. Jelen kisérleteinkben ezt a jelenséget
figyelhetjiik meg a szuperoxid gydkaniont H,O,-d4 alakité SOD, illetve kisebb mértékben a
H202-ot bontd KAT esetén a gyokérben, valamint a SOD, POD és APX esetében a levelekben.
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24. abra SOD (A), KAT (B), POD (C), illetve APX (D) specifikus aktivitas VT (fekete oszlopok) és Nr mutans (ferdecsikos,
halvanykék oszlopok) (0 uM ACC), valamint 10 uM ACC-vel kezelt VT (narancssarga oszlopok) paradicsomgydkerekben a 100 mM
ill. 250 mM-os NaCl hozzaadasat kovetd 1, 6, ill. 24 6ra elteltével. A kisérlet kezd6 id6pontja a VT novények ACC kezelése 1. orajanak
leteltété] szamitva. Atlag + SE, n = 3. A kiilonbdzé betiivel jeldlt értékek szignifikans kiilonbségeket mutatnak P < 0,05 szinten (SNK
teszt).

Az exogén ACC kezelés dnmagaban, rovid id6 alatt, jelentds mértékben indukalta
bizonyos H.O:> detoxifikalé enzimek, a KAT (24. abra, B) a POD (24. abra, C) és az APX (24.
abra, D) specifikus aktivitdsat a VT gyokerekben, ami az utobbi két enzim esetében, az id6
elorehaladtaval is magasabb szinten maradt (24. abra, A). A Nr mutans gyokereiben is

felfedezhetdek idofliggd fluktuaciok a vizsgalt antioxidans enzimek aktivitdsaban.
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A gyokerek SOD aktivitdsa nem valtozik a sokezelések hatdséara rovid tdvon, sema VT
sem az ACC-kezelt gyokerekben. Ugyanakkor 250 mM NaCl hatdséara, a VT novényekben mar
6 ora, 100 mM hatéséra pedig 24 6ra muilva jelentdsen megemelkedik, melyet az ACC kezelés
megakadalyoz. A Nr mutdnsokban a SOD enzimaktivitds valamennyi sokezelt minta esetén
szignifikdnsan kisebb, mint a sokezelt VT esetében. (24. dbra, A).

A specifikus KAT aktivitas a VT gyokerekben 6 6ra utan kezd emelkedni 250 mM NacCl
kezelésnél, mig a szubletalis sostressz nem okozott jelentds valtozast. Az exogén ACC kezelés,
szubletalis NaCl koncentracidé mellett eleinte mérsékelte, majd kissé fokozta, mig 250 mM so
jelenlétében drasztikusan megemelte a KAT specifikus aktivitasat (24. dbra, B), az exogén ACC
hianyadban, a megfeleld NaCl expozicidoban részesiildé VT gyokerekhez képest. A VT
gyokerekkel szemben, a Nr mutdnsok fokozottabb KAT aktivitdssal reagaltak a 100 mM NaCl
jelenlétére az 1. és a 24. 6raban, mely a letalis kezelésnél késobb jelentkezett (24. abra, B).

A 100 mM-os NaCl kezelés nem volt szignifikans hatassal a POD specifikus aktivitasara
a VT gydkerekben, ellentétben az exogén ACC kezelés, illetve a Nr mutacioé hatasaval, ahol a
kezdeti serkentés késobb redukcioba fordult &t (24. dbra, C). Letélis sostressz az id6
figgvényében fokozatosan emelkedd POD aktivitast indukalt, amely serkentés kisebb
mértékben, de az ACC-kezelt és a Nr gydkerekben is megtigyelhetd.

A specifikus APX aktivitas a VT ndvények gyokerében kettds, 1 és 24 dérai maximumot
mutatott 100 mM NaCl jelenlétében, mig letdlis séstressz hatdsara csak 24 oOra mulva
emelkedett meg szignifikansan az aktivitas. Az exogén ACC fokozta a gyokér APX specifikus
aktivitasat a letalis sokoncentracid hozzaadasat kovetd elsd, mig a szubletalis sostressz alatti 6.
oraban (24. abra, D). A Nr mutécio az APX specifikus aktivitasanak csokkenését eredményezte
az enyhébb sostressz alatt rovidtavon, mig a 250 mM NaCl hozz4adasat kovetd 6. draban erds
aktivaciot tapasztaltunk, mely a 24. orara lecsengett.

Mint azt emlitettiik, a VT levelekben is megfigyelheték napszakos ritmusok a mért
enzimek specifikus aktivitasaban, amelyet bizonyos enzimek esetében, idéfliggd modon
valtoztatott meg az exogén ACC kezelés és a Nr mutécio is, a legtobb esetben serkentd hatassal
(25. abra). Ez aldl kivétel az APX specifikus aktivitds, ahol a megvaltozott ET statusz,
egyébként optimalis koriilmények kozott bizonyos mértékii gatlast eredményezett (25. abra, D).

A sokezelések hatasara a SOD aktivitas megemelkedett a VT levelekben, mely a
szubletalis sostressz esetében a 6. 6ranal, mig a letalis sokoncentracié jelenlétében a 24. orat
kovetden mutatott maximumot. 100 mM NaCl-dal kombinalva az ACC szamottevéen nem
befolyasolta a SOD miikodését a megfeleld sokezelésben részesitett VT novények leveleihez

képest (25. abra, A). Ezzel szemben, az extra ACC a letalis s6-sokk 6. drajaban fokozta, mig a
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24. 6rdban kiss¢ mérsékelte a SOD aktivitdst. A Nr mutans levelek is hasonld tendenciat
mutattak, bar a 250 mM-os NaCl hozzdadasat kovetd 24. 6raban, a SOD specifikus mitkddés
gyengiilése esetiikben joval hangsulyosabb volt.

Erdekes moédon a levél specifikus KAT aktivitdsa csak a szubletéalis sostressz alatt
emelkedett meg az 1. 6raban, a 250 mM-os sokezelés 24. 6rajatol viszont jelentdsen gatlodott
a kezeletlen kontrollhoz képest. A KAT specifikus aktivitast csak kis mértékben befolyasolta

az exogén ACC szubletdlis so kezelés soran (25. ébra B).
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25. abra SOD (A), KAT (B), POD (C), illetve APX (D) specifikus aktivitas VT (fekete oszlopok) és Nr mutans (ferdecsikos,
halvanykék oszlopok) (0 uM ACC), valamint 10 uM ACC-vel kezelt VT (narancssarga oszlopok) paradicsomnovények leveleiben, a
100 mM ill. 250 mM NaCl hozzaadasat kovetd6 1, 6, ill. 24 ora elteltével. A kisérlet kezd6 id6pontja a VT névények ACC kezelése 1.
érajanak leteltété] szamitva. Atlag + SE, n = 3. A kiilonboz6 betiivel jelolt értékek szignifikans kiilonbségeket mutatnak P < 0,05
szinten (SNK teszt).

Bar a Nr muténs levelekben a 100 mM-os NaCl kezelés 6. drdjaban jelentdsen aktivabb
a KAT, 24 orat kdvetden komoly visszaesést tapasztaltunk a megfeleld sokezelésben részestilt
VT novények leveleihez képest. Erdekes modon, az ACC kezeléssel kombinalt 250 mM NaCl

kitettség 1 o6ra multan erdteljes KAT aktivitas serkentést valtott ki a levelekben, tovabba
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esetiikben idoben késobb jelentkezett a letalis sostressz okozta KAT specifikus aktivitas gatlas,
mely a Nr mutansok leveleiben egyaltalan nem kovetkezett be (25. abra B).

A sokezelésekre a VT levelek szignifikdns POD aktivitds novekedéssel reagaltak,
amelyek maximuma az alacsonyabb sokoncentracional korabban, mig letalis sdstressznél 24
6ra mulva jelentkezett (25. abra, C). Ezt az 100 mM-os NaCl kezelés soran az exogén ACC
enyhén, de szignifikdnsan novelte a 6 6rdig, mig a Nr levelekben a hatas tartosabb. Bar a letalis
sokezelés 1 orat kovetden tovabb fokozta a POD muikodését a Nr levelekben, késobb a mutacid
gatld hatasunak bizonyul az enzim specifikus aktivitasara.

A levél esetében a sokezelések a legjelentdsebb ingadozast az APX aktivitdsaban
okoztak, melyre komoly hatéassal birt a novények ET statusza. A VT ndvények leveleiben a 100
MM-os NaCl kezelés 6 6ra utdn tobb mint 50%-o0s aktivitas esést eredményezett az APX
specifikus aktivitasban (25. abra, D), mely a Nr levelekben sokkal drasztikusabb mértékben,
mar 1 6ra multan megfigyelhetd volt. Ennek ellenére, a 6 6ranal tapasztalt, 100 mM-os NaCl
altali gatlas kisebb mértékii volt a Nr mutansban, még csekélyebb exogén ACC jelenlétében.
Letalis sostressz soran azonban mind a Nr mutans levelekben, mind az ACC expozicioban
részesiild VT ndvények esetében elmaradt az APX aktivitas s6-indukalta fokozodasa az 1 6ras
mintavételi idopontban. Ezzel szemben, a 250 mM NaCl okozta séstressz 6. illetve 24. 6rajaban,
az exogén ACC jelenléte serkentd hatassal birt az APX mitkodésére, bar a késdbbi idépontban
sokkal hangstilyosabb, tobb, mint 100%-o0s novekedést detektaltunk, a megfeleld sokezelésben
részesitett, VT levelekhez viszonyitva.

5.3.4 A Oy és a HoO; lebontasaért felelos antioxidans enzimek, valamint az SIRBOH1
expresszio so-indukalt valaszainak ET- és idofiiggése

Ahogyan az antioxidans enzimek aktivitasaban is megfigyelheté volt, az ET statusz
kontroll koriilmények kozott is befolydsolja a kiilonbdzd izoenzimek génkifejezOdését a
gyokérben, méghozza idéfliggd modon (26. abra).

A sokezelés gyors, €és a hajtasndl erdteljesebb hatast gyakorolt a gyokér antioxidans
enzimjeinek génexpresszidjara. A Nr mutans gyokerekben a VT-nal erésebb SIMnSOD
indukciot detektaltunk a sokezelések hatdsara, azonban ez 24 6ra elteltével represszidba fordult
at a letalis NaCl koncentracid esetében (26. abra). Az exogén ACC kezelés a szubletélis
sostressz 6. Orajat kovetden visszafogta, mig a 250 mM NaCl jelenlétében indukalta a SIMNSOD
izoenzim expresszidjat, a kizarolag s6 kezelést kapott VT gyokerekhez viszonyitva.

A KAT izoenzimeket kodolo gének esetében a sostressz eltérd kinetika mellett okozott
repressziot, illetve indukciot a kiilonbozd ET statuszu ndovényekben. Ez j6 6sszhangban van

azzal a megfigyeléssel, hogy a KAT izoenzimek expresszioja és aktivitasa is jelentds napi
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ritmust mutathat. Az SIKAT1-nél VT novények esetében indukcid csak a Kkisebb
sokoncentraciondl, 1 ora utan tortént. A Nr gydkerekben az 1 6ras mintavételi ponton szintén
er6s SIKAT1 indukcidé volt megfigyelhetd, ami a sostressz er6sdodésével forditott aranyban
valtozott (26. abra). Ezzel szemben, 100 mM NacCl jelenlétében, az exogén ACC kezelés mellett
is er6s SIKATL indukciét detektaltunk a VT gyokerekben. Mig a letalis sokoncentracié a VT
gyokerekben gatolta az SIKAT1 kifejez6dését a 6. 6raban, ez az ACC kezelés mellett enyhébb

mértékben, ugyanakkor a Nr mutansokban egyaltalan nem volt megfigyelhetd.

SIMnSOD SIKAT1 SIKAT2 SIKAT3 SIAPX1 SIAPX2 SIRBOH1

Ora
Kezelés 1‘6‘24'1‘6‘24'1‘6‘24'1‘6‘24|1|6|24|1‘6‘24|1|6|24
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26. abra SOD, KAT és APX izoenzimek, illetve az SIRBOH1 gén relativ expresszidja atlag értékeinek logz abrazolasa, VT és Nr
mutans (0 uM ACC), valamint 10 uM ACC-vel kezelt VT paradicsomndvények gyokereiben, a 100 mM ill. 250 mM-os NaCl
hozzaadasat kovet6 1, 6, ill. 24 ora elteltével, a h6térképen megadott skala szerint. A piros szinarnyalatok indukcidt, a kék ek repressziot
jelolnek. A kisérlet kezd6 idépontja a VT novények ACC kezelése 1. drajanak leteltétdl szamitva. A kiilonboz6 betiivel jelolt cellak
szignifikans kiilonbségeket mutatnak P < 0,05 szinten az adott id6pontokon beliil (Duncan teszt). A konkrét szamadatok a 3.
mellékletben talalhatoak.

Az SIKAT2-re az 1 6ras mintakban elsdsorban a gén alulmiikodése volt jellemzé, ez
erGteljesebb a letalis sostressznél a VT novények és a Nr mutans esetében, illetve érdekes
modon, az exogén ACC kezelés is igy hatott a VT kontroll novényekben. A 6 6ras mintavételnél
a gén expresszioja valamennyi kezelés esetén bar kiilonbozé mértékben, de novekedett, amely
folyamat a 24. Orara a represszi6 iranyaba fordult. Az exogén ACC SIKAT2 indukal6 hatasa a
6. oraban érvényesiilt legerdteljesebben, mely a sostressz er6sodésével elhalvanyult. Ennek
ellenére a letalis sostressz soran, az exogén ACC mérsékelte az SIKAT2 repressziot, mely 24

6ra utan a Nr mutans gyokerekben is hasonloan alakult (26. abra). A 100 mM-os NaCl kezelés
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24 6ra multan a VT novényekben is represszalta az SIKAT2 gént, mely érdekes modon nagyobb
mértékiinek bizonyult az ACC kezelt gyokerekben, viszont a Nr mutansokban elmaradt.

Az SIKAT3 génre ugyancsak a sokezelés altal rovid tavon kivaltott repressziot kovetd
késobbi indukcid jellemzd, melyet az exogén ACC a 100 mM-os NaCl kezelés esetében
megforditott, illetve a Nr mutansok esetében a VT gyokerekben megfigyelt, kezdeti represszio
elmaradt (26. abra). A letalis sokezelés nagymértékben gatolta az SIKAT3 expressziot 1 ora
elteltével a VT gyokerekben, amit az ACC kezelés megakadalyozott, majd a 6 6ratol fokozta a
SIKAT3 expressziot. A Nr gyokerekben, a VT-al ellentétben, a letalis sostressz 6. drajaban
figyeltiink meg SIKAT3 aktivaciot.

Mindkét APX gén esetében az expresszios maximumokat a kezeléstol fliggetleniil a
fényperiodus kdzepére eso, 6 oras mintavételeknél kaptuk, az 1 6rés €s 24 6ras mintakban pedig
kezelésektol fliggden, néhany kivételtdl eltekintve repressziot detektaltunk. Az SIAPX1
expresszidjat a szubletalis sostressz csupan kisebb mértékben befolyasolta (26. dbra). A 250
mM-os NaCl kezelés okozta 24 6ras, SIAPX1 represszié exogén ACC jelenlétében elmaradt. A
Nr mutacio erésebb SIAPX1 expressziot indukalt mindkét tipusu sostressz soran, 6 oOra
elteltével, mely a letalis sostressz esetében joval nagyobb mértékiinek bizonyult. Ezzel
szemben, a 250 mM-os NaCl kezelés tobbi idépontjaban ellentétes hatast fejtett ki.

A sokezelés SIAPX2-t indukalo hatésat a 6 6ras mintavételkor az ACC kezelés, illetve a
Nr mutacio tovabb fokozta, bar az utobbi sokkal jelentésebb mértékben (26. abra). A Nr
gyokerek SIAPX2 expresszioja az SIAPX1-hez hasonléan alakult letalis sostressz soran.

Az SIRBOH1 expresszids valtozas jellegzetessége, hogy az mindvégig sokkal
erdteljesebb a Nr gyokerekben, kiilondsen a szubletalis sostressz esetén, és valamennyi
mintavételnél a kisérlet végéig megmarad a gén feliilregulaltsdga (26. dbra). Mig a szubletélis
NaCl 1 ora elteltével indukalta az SIRBOH1 expressziot VT gyokerekben, addig ez az ACC
kezelés hatasara elmaradt. A letalis sOstressz jelentGsen represszalta az SIRBOH1 kifejez6dését,
mely a 6. 6rdban mutatott minimumot, mig ACC kezelés mellett az 1. és a 24. 6rds mintavételi
ponton erdsebb repressziot detektaltunk, &m elmaradt a 6. draban megfigyelt expresszios gatlas.

A levél ET statusza szintén kihatott — a gyokér eseténél kisebb mértékben — a vizsgalt
antioxidans izoenzimek expresszidjara stresszfaktor hidnyaban is, mely leginkdbb a korai
idépontokban jelentkezik (27. abra). A kloroplasztisz lokalizacioju SICu/ZnSOD kifejezodés
sofliggd indukciot mutatott, ami a masik két izoenzim esetében kevésbé volt hangsulyos (27.
abra). A soindukalta SICu/ZnSOD expresszid6 a Nr mutans, illetve az ACC kezelt VT

novényekben sokkal enyhébb mértékii volt.
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Az exogén ACC a soOkezelések soran kezdetben serkentette, majd a 24 ora elteltével
represszalta a SIFeSOD expressziot, mely joval er6sebb a letalis stressz soran (27. abra). Az
utobbi valtozas a Nr levelekben is hasonldan jatszodott le.

Az SIMnSOD ACC kezelés altal indukalt represszidja a sokoncentracidé erésdodésével
egyenes aranyban fokozodott. A 250 mM-os NaCl altal kivaltott SIMNSOD represszio a VT
novényekben a hatodik, a Nr levelekben a 24. 6raban volt megfigyelhetd (27. abra).

A 100 mM-os NaCl altal, a VT levél SIKAT1 expresszidjaban kivaltott valtozasokat nem
lehetett megfigyelni ACC kezelés jelenlétében. A Nr mutacio okozta SIKAT1 represszié tovabb
er6sodott a sokezelések 24. orajat kovetden (27. abra). A 250 mM-os NaCl indukalta SIKAT1

feliilregulacidja a Nr mutdnsokban késébbi iddpontban volt megfigyelhetd.
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27. abra SOD, KAT és APX izoenzimek relativ expresszidja atlag értékeinek logz abrazolasa VT és Nr mutans (0 pM ACC), valamint
10 uM ACC-vel kezelt VT paradicsomnovények leveleiben, a 100 mM ill. 250 mM-os NaCl hozzaadasat kovetd 1, 6, ill. 24 éra
elteltével, a h6térképen megadott skéla szerint. A piros szinarnyalatok (1 <) indukciot, a kékek repressziot (< -1) mutatnak. A kisérlet
kezdd idépontja a VT novények ACC kezelése 1. Orajanak leteltétl szamitva. A kiilonboz6 betiivel jelolt cellak szignifikans
kiilonbségeket mutatnak P < 0,05 szinten az adott idépontokon beliil (Duncan teszt). A konkrét szamadatok a 4. mellékletben
talalhatoak.

Erdekes médon, az SIKAT2 expresszid6 nem mutatott komolyabb séfiiggéséget Nr

mutacid6 vagy ACC kezelés hianyaban, az elobbi jelenlétében azonban 24 ora elteltével
indukalddott, mig az ACC okozta SIKAT2 represszio feler6sodott a 250 mM NaCl kezelés

idGartamanak a végére (27. abra).
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Az SIKAT3 fokozott expressziot mutatott a letalis sostressz 24. orajat kovetéen, mely az
ACC kezelés hatasara a 6 6ras mintavételi idépontban jelentkezett. A letalis sostressz indukalta
SIKAT3 kifejez6dés a Nr levelekben hamarabb jelentkezett, mint a VT esetében (27. abra).

A 100 mM-os NaCl kezelés mar a 6. oratdl represszalta az SIAPX1 expressziot a VT
levélben, mely az ACC kezelt, valamint a Nr mutans novényekben kés6bb jelentkezett.
Ugyanakkor a letalis sostressz 24. orajat kovetden az SIAPX1 er6sebben represszalodott a két
utobbi csoport esetében (27. abra).

A szubletalis sokoncentracié altal, a 24. 6raban okozott SIAPX2 repressziot a vizsgalt
idépontokban nem befolyasolta a levelek ET statusza. A letlis sOstressz soran a Nr mutacio az
SIAPX2 expressziot is csokkentette a levélben, 24 ora elteltével (27. abra).

A 100 mM-os NaCl jelenlétében, az SIRBOHL1 expressziojat a Nr mutacio az 1. és 24.
oraban indukalta, mig az exogén ACC kezelés az utobbi iddpontban gatolta. Letalis sostressz
soran az exogén ACC, valamint a Nr mutacié inkabb represszalja az SIRBOH1-gyet (27. 4bra)
5.3.4. A fotoszintézis és az oOsszcukor-, valamint keményitétartalmak so-indukalt
valaszainak ET- és idofiiggése

Mivel a novekedési adatok nem mutattak szignifikans kiilonbséget a kiilonb6zo ET
statusza novények sostressz-érzékenysége kozott, ami az oxidativ stressz vonatkozasaban az
elozo fejezetben leirtaknak megfeleléen mindenképpen fennall, ezért megvizsgaltuk novények
fotoszintézisének gyors valtozasat is a kezeléseket kovetd elsé 24 draban. Ez szintén alkalmas
lehet a novények sostressz-érzékenységének 6sszehasonlitasara.

Az exogén ACC kezelés enyhén, de szignifikins modon fokozta a kezeletlen VT
paradicsomlevelek A értékeit is az 1. és a 24. dras mérési idépontban (28. abra, A). Bar a Nr
levelek CO; fixacidja jelentésen alacsonyabb mértékii, mint a VT ndvények esetében, a 24. oras
mintavételi ponton ez a kiilonbség nem bizonyult szignifikansnak.

A gyokérzona megemelkedett sokoncentracidja 1 oOra alatt szignifikdnsan csdkkentette
az An-t a VT levelekben. Mig a szubletalis NaCl koncentracio mellett, az ACC-kezelt és a Nr
novények még képesek voltak megtartani a fotoszintetikus aktivitdsukat, addig ez letalis
sOstressz esetén mar 1 ora utan sem volt megfigyelhetd (28. abra, A). A 6. 6rdra a megfeleld
sokezelésben részesiilt VT értékektdl valod eltérések elhalvanyultak a 100 mM-os NaCl kezelés
esetében, viszont a 24. 6rat kovetden az An szignifikdnsan lecsokkent a Nr levelekben. Erdekes
modon, mig eleinte a Nr mutdnsok fotoszintézise valaszolt a legérzékenyebben a gyokér
kornyezetében kialakuld, 250 mM NaCl okozta sokkhatésra, a 6. érara képes volt kissé jobban
megorizni a CO2 asszimilacidjat, mint a masik két kisérleti csoport. 24 ora elteltével, a VT

novények An értékeinek negativba vald atcsapasa volt megfigyelhetd, ellentétben az ACC
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kezelt VT és a Nr mutans levelekkel, melyek egy, a kezeletlen kontroll értékhez képest ugyan
joval kisebb, de mérhetd CO- fixacios aktivitassal rendelkeztek (28. abra, A).

A gsw valtozasai tobbnyire jol kdvették az An esetében megfigyelt tendencidkat, néhany
kivétellel. Az exogén ACC kezelés képes volt jobban megdrizni a gsw-t a sokezelések 1. orajat
kovetden (28. abra, B). A Nr mutansok a VT-ndl eleve alacsonyabb gsw értékkel rendelkeztek,
mely kiillonbség gyakorlatilag eltiint a 250 mM-os NaCl jelenlétében. A Ci/C, arany esetében
elmondhat6, hogy tobbnyire kdvette a gsw-ben megfigyelt valtozasokat (28. abra, C). Ez alol
kivételt képez a letalis sokezelést kovetd 6. illetve 24. ora, ahol a VT levelekben drasztikus
emelkedést figyeltiink meg a Ci/C, értékekben. Az ACC-kezelt ndvényekben, ugyantigy, ahogy
a Nr levelek esetében a 24 6ras mérési idopontban a kezeletlen kontrollal megegyez6 értékeket
detektaltunk. Fontos megjegyezni, hogy a Nr levelekben a Ci/Ca mar jelentésen csokkent a 250

mM NaCl kezelés 6. 6rajat kovetden is.
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28. abra A COz asszimilacio és a kapcsolodo paraméterek VT (fekete oszlopok) és Nr mutans (ferdecsikos, halvanykék oszlopok) (0
uM ACC), valamint 10 uM ACC-vel kezelt VT (narancsséarga oszlopok) paradicsomndvények leveleiben 1, 6, ill. 24 6ras 100 mM ill.
250 mM NaCl expoziciot kovetéen. A: a nettd COz asszimilacios rata, An; B: a sztomak vizgbzvezetd képessége, gsw; C: az
intercellularis és az atmoszférikus CO2 koncentracio aranya, Ci/Ca. A kisérlet kezd6 id6pontja a VT novények ACC kezelése 1. drajatdl
szamitva. Atlag + SE, n=6. A kiilonb6z0 betiivel jelolt értékek szignifikans kiilonbségeket mutatnak a kezelések és az eltéré iddpontok
kozott P < 0,05 szinten (SNK teszt).

A PSII stabilitasanak vizsgdlata soran nem tapasztaltunk szdmottevé csokkenést a

levelek Fv/Fm paramétereiben a kisérlet soran, kivéve az enyhe, de szignifikans csokkenést a
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24 6rés, 250 mM-os NaCl kezelést kdvetden a Nr mutansok esetében (29. abra, A). Az Fo
paraméter sem mutatott szignifikans eltéréseket (29. abra, B).

A két fotokémiai rendszer érzékenysége kisebb eltéréseket mutatott a kiilonbdzo
kisérleti csoportokban a sdstressz alatt. A szubletalis mértékii NaCl kezelés szignifikdnsan
csokkentette a Nr novények Y(II) értékeit mar az 1. oratdl, illetve a letalis s6 sokk a 6. 6ratol,
ami tobb, mint 60%-0s eséssé alakult a 24. 6rat kovetden (30. abra, A), mig a 100 mM-os NaCl
koncentracidé nem okozott szdmottevd Y(II) redukciot a tobbi, vizsgalt csoportban. Ezzel
szemben, a 250 mM-os NaCl tapoldatbéli jelenléte szignifikansan csékkentette a VT novények

Y(II) értekeit 6 oras kitettséget kovetden, melyet az exogén ACC kezelés sikeresen kivédett.
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29. abra A PSII allapotara vonatkoz6 klorofill a fluoreszcencia paraméterek alakulasa VT (fekete oszlopok) és Nr mutans (ferdecsikos,
halvanykék oszlopok) (0 pM ACC), valamint 10 uM ACC-vel kezelt VT (narancssarga oszlopok) paradicsomnévények leveleiben 1,
6, ill. 24 6ras 100 mM ill. 250 mM NaCl expozicidt kovetden. A: a PSII maximaélis kvantumhatasfoka sotétadaptalt levelekben (Fv/Fwm);
B: a sotétadaptalt levelek minimalis fluoreszcencidja (Fo). A kisérlet kezd6é idépontja a VT novények ACC kezelése 1. 6rajatol
szamitva. Atlag + SE, n = 5. A kiilonbdzé betiivel jeldlt értékek szignifikans kiilonbségeket mutatnak a kezelések és az eltéré idépontok
kozott P < 0,05 szinten, ns = nem szignifikans (SNK teszt).

A VT novények a letdlis sOkoncentracié hatdsira szignifikans Y(NPQ) emelkedést
mutattak a 6. 6ratdl, mig ez nem volt megfigyelhetd a szubletalis stressz esetén. A Nr mutdnsok
eleve magasabb Y(NPQ) értékekkel rendelkeztek (30. abra, B), mely a 100 mM-0s NaCl
kezelést kovetd 1. 6rdban nem valtozott, mig a 250 mM-os NaCl kezelés esetében visszaesett a
kontroll értékre. Ugyanakkor, a sostresszes allapot kifejlodése soran, a Nr levelek VT
levelekhez képest nagyon erds Y(NPQ) aktivacidoval reagaltak, mely a szubletalis stressz soran
maximumot mutatott 6 6rat kovetden, a letalis sOstressz esetében viszont a 24. 6rara még tovabb
ndtt. Bar a 10 pM ACC jelenlétében szubletdlis stressz soran nem tapasztaltunk jelentds
Y(NPQ) novekedést a VT levelekben, azonban az ACC kezelés kontroll szinten tartotta az
egyébként lecsokkend Y(NPQ)-t a 6. 6rat kovetden, tovabba, a letalis s6 sokk altal novelt

Y(NPQ) mértékét is szignifikansan visszafogta. Ezzel szemben, a 24. 6raban mar nem okozott
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eltérést a 250 mM NaCl altal megemelt Y(NPQ) értékében. A Y(NO) esetében nem
tapasztaltunk jelentés novekedést a kisérletek soran (30. abra, C).

A gyokérkdzegben jelen 1évo, szubletalis sokoncentraciod szignifikdnsan csokkentette a
Nr mutansok qp értékét a sokezelt VT értékeihez képest mar az 1. és a 24. oraban, akarcsak a
letalis sostressznél 6 ora elteltével (30. abra, D). Mig a VT novények qi értékeit az 1. és a 24.
oraban a sokezelések nem befolyasoltak, addig a 6. 6rdban bekdvetkezd, természetes qL
csOkkenést a 250 mM NaCl megforditotta, ugyanigy, ahogyan az exogén ACC is 6nmagaban
¢s 100 mM NaCl jelenlétében. Ennek ellenére, az ACC kezelés enyhe, de szignifikdns qr
csokkenést okozott a hasonloan kezelt VT kontrollhoz képest a letalis soOkoncentracio 1. 6ras

mintajaban, mely fennmaradt egészen a 24. 6raig.
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30. abra A PSII aktivitasaval és szabalyozasaval kapcsolatos klorofill a fluoreszcencia paraméterek VT (fekete oszlopok) és Nr mutans
(ferdecsikos, halvanykék oszlopok) (0 uM ACC), valamint 10 pM ACC-vel kezelt VT (narancssarga oszlopok) paradicsomndvények
leveleiben 1, 6, ill. 24 6ras 100 mM ill. 250 mM NaCl expozicioét kovetden. A: a PSII effektiv kvantumhatasfoka fényadaptalt
levelekben, Y(II); B: a (fény)szabalyozott energia disszipacié kvantumhatasfoka, Y(NPQ); C: a szabalyozatlan energia disszipacié
kvantumhatasfoka, Y(NO); D: valamint a fényadaptalt PSII reakciocentrumok nyitott allapott frakcioja, qL. A kisérlet kezd6 idépontja
a VT ndvények ACC kezelése 1. 6rajatol szamitva. Atlag + SE, n = 5. A killonbdzé betiivel jeldlt értékek szignifikans kiilonbségeket
mutatnak a kezelések és az eltérd iddpontok kozott P < 0,05 szinten (SNK teszt).

A Y(I) nem valtozott az ACC hianyaban adott sokezeléseknél a 6. 6raig, a VT ill. a Nr

mutans novények esetében. Az exogén ACC kezelés sem okozott szignifikans valtozast a Y (I)-
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ben a VT-hoz képest, sem dnmagaban, sem 100 mM NaCl kezeléssel kombinalva (31. abra, A).
A 24. 6raban viszont a letalis hatasu sokezelés szignifikansan csokkentette a Y (I)-t, mely a Nr
mutansok esetében mar a 100 mM NaCl jelenlétében is megtortént, csak ez esetben a stressz
eréssége a csokkenés mértékét is novelte. Erdekes modon, az ACC kezelés itt tovabb fokozta a

letalis s6 okozta Y(I) redukciot.
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31. abra A PSI aktivitasaval és szabalyozasaval kapcsolatos paraméterek VT (fekete oszlopok) és Nr mutans (ferdecsikos, halvanykék
oszlopok) (0 uM ACC), valamint 10 pM ACC-vel kezelt VT (narancssérga oszlopok) paradicsomnovények leveleiben 1, 6, ill. 24 6ras
100 mM ill. 250 mM NaCl expoziciot kovetden. A: a PSI fotokémiai kvantumhatasfoka fényadaptalt levelekben, Y(I); B: a PSI donor
oldali limitacidjabol fakadé nem fotokémiai kioltas kvantumhatasfoka, Y(ND); C: a PSI akceptor oldali limitaciojabol fakadd nem
fotokémiai kioltds kvantumhatasfoka, Y(NA); D: valamint a PSI korili ciklikus elektronaramlas kvantumhatasfokanak tobblete,
Y(CEF)/Y(II). A kisérlet kezdd idpontja a VT névények ACC kezelése 1. 6rajatol szamitva. Atlag + SE, n = 5. A kiilonbdzé betiivel
jelolt értékek szignifikans kiilonbségeket mutatnak kezelések és az eltérd idépontok kozott P < 0,05 szinten (SNK teszt).

A Y(ND) alakuldsa jol kovette a PSII nem-fotokémiai kioltdsaban megfigyelt
tendencialis valtozasokat (31. abra, B). A legnagyobb ndvekményt a sokezelt, Nr mutdnsok
Y(ND) értékeiben figyeltiik meg, amely egyidejilileg sokoncentracio és idéfliggést is mutatott.
A Y(NA) azonban szignifikansan alacsonyabb értékeket vett fel az Nr mutansokban mar a 100

mM NaCl kezelés elsé oraja utan (31. abra, C). Erdekes modon, ezt a jelenséget a letalis
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sostressz esetében csupan a 6. 6ratol kezdve sikeriilt megfigyelni, bar ez esetben a csdokkenés
drasztikusabb volt és tovabb folyatodott az id6 elérehaladtaval.

A Nr mutansokban a Y(NA) kezdeti allapota a kezeletlen VT-nal alacsonyabb, mely a
VT napszakos Y(NA) fluktudciéja miatt a késobbi iddpontokban nem mutatkozott
szignifikansnak (31. abra, C). A letalis sostressz 6. orajatol megfigyelhetd Y(NA) csokkenést
az ACC kezelés szignifikans mértékben megforditotta a VT levelekben, ami a kisérlet végéig

megmaradt.
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32. 4bra A levelek oldhato cukor- (A) és keményité tartalma (B) valamint a gyokerek oldhaté cukor- (C), illetve keményité tartalma
(D) VT (fekete oszlopok) és Nr mutans (ferdecsikos, halvanykék oszlopok) (0 uM ACC), valamint 10 uM ACC-vel kezelt VT
(narancssarga oszlopok) paradicsomnévényekben 1, 6, ill. 24 oras 100 mM ill. 250 mM NaCl expoziciot kovetéen. A kiserlet kezdd
idépontja a VT novények ACC kezelése 1. 6rajatol szamitva. Atlag + SE, n=3.  FT” = friss tomeg. A kiilonboz6 bettivel jelolt értékek
szignifikans kiilonbségeket mutatnak a kezelések és az eltéré iddpontok kozott P < 0,05 szinten (SNK teszt).

A Nr mutansok a fotoperiddus korai o6rdiban szignifikdnsan erdsebb Y(CEF)/Y(II)
szinteket mutattak (31. dbra, D). A szoban forgd paraméter a stresszhatéds erdsddésével egyenes
arany aktivalodast produkalt a Nr mutdnsokban, ami a szubletdlis NaCl koncentracid

alkalmazasa esetén az idében hamarabb jelentkezett. Erdekes médon, a VT ndvények esetében
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csupan a letdlis s6 sokk 24 o6rds mintavételi idopontjaban figyeltiink meg szignifikans
Y (CEF)/Y(II) indukciot, amit raadasul az ACC kezelés kioltott.

A fotoszintézis termékei, az oldhatd cukrok és a keményitd, ami a fényszakaszban
atmenetileg szolgal a redukalt szénvaz raktarjaként a kloroplasztiszban, koztudottan napi ritmus
szerint akkumulalodnak a levelekben. A gyokerekbe irdnyuld szénhidrat transzportot sok egyéb
tényez0 mellett meghatarozza a rendelkezésre allo asszimildtumok mennyisége is. A VT
gyokerek oldhaté cukor-tartalmaban kezdetben sdindukalt csokkenést, majd a 6. draban, a 100
MM -os kezelés esetében emelkedést, majd ismét csokkenést tapasztaltunk (32. abra, C).

Erdekes modon, a fényperiodus korai 6raiban az exogén ACC kezelés szignifikans
redukciot okozott a gydkerek oldhatd cukor tartalmaban, azonban a szubletalis sokoncentracid
okozta csokkenéseket az ACC kezelés megakadalyozta, mig letalis stressz soran altalaban nem
befolyasolta (32. abra, C). A Nr gydkerek a fényperiodus elején (1. 6ras mintavétel) és kozepén
jellegzetes oldhat6 cukor akkumulalodasi mintazatot mutattak, ami a fényszakasz kézepe tajan,
6 oranal mutatott maximumot. Erdekes modon, a mutans gyokerek esetében az oldhatd
cukortartalomban bekovetkezd valtozasok so-fliggése kevésbé volt kifejezett. A 6. és 24.
Oraban a hasonléan kezelt VT értékekhez képest jelentdés emelkedést mutattak a Nr
gyokerekben letalis sostressz soran, illetve a 100 mM-os NaCl kezelés 24. orajat kovetoen.

A VT levelekben sokoncentracio-fliggd oldhatd cukor akkumulaciot figyeltiink meg,
ami a 250 mM-os kezelés 1. orajat, illetve a 100 mM-os NaCl hozzaadasanak 24. orajat
kovetden bizonyult a legkifejezettebnek (32. abra, A). Az exogén ACC az 1. 6ras mintavételi
idéponton novelte a VT levelek oldhat6 cukortartalmat, azonban késobb, illetve szubletalis so6-
koncentracié jelenlétében nem befolyasolta azt. Ezzel szemben, 250 mM NaCl-al kombinalva,
az ACC kezdetben Kissé visszafogta a s6-sokk altal indukalt oldhat6é cukor felhalmozodast,
majd 6 és 24 6ras inkubacid utdn névelte a VT levelekhez képest.

A Nr levelekben a fényperiodus korai 6rdiban magasabb oldhaté cukor tartalmakat
figyeltiink meg, mint a VT kontrollban, melyet a 100 mM-os NaCl koncentracio tovabb emelt,
bar a 24. 6raban az ugyanilyen kezelésben részesiilt VT novényekhez képest mérsékeltebb
oldhat6 cukor felhalmozodast figyeltiink meg esetiikben (32. dbra, A). A Nr mutansok, csakugy,
mint az ACC kezelt VT névények, nem akkumulaltak tobb oldhaté cukrot a 100 mM NaCl-os

rere

crer

fokozodast tapasztaltunk, ami a 24. 6rat kdvetéen meghaladta a VT értékének kétszeresét

A sostressz intenziv keményité akkumulaciot okozott a gyokerekben 1 orat kdvetden,

crer
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Nr és az ACC kezelt, VT gyokerek esetében nem volt megfigyelhetd, bar a mutans gydkerekben
tapasztaltunk enyhébb novekedést a 250 mM-os so kezelés hatasara. Az id6 elérehaladtaval,
sofliggd valtozast (ndvekedést) a keményitd felhalmozodasban csupan a VT gydkerekben a
szubletalis stressz 6. orajaban, valamint a Nr mutans, illetve az ACC kezelt gydkerekben — az
aktualis sokezelést kapott VT novényekhez képest — a letalis sostressz 6. érajaban detektaltunk.

Az exogén ACC visszafogta a VT levelek fényperiodusnak megfelelé keményitd
akkumulaciojat a 6. 6raban (32. abra, B). A 100 mM-os sokezelés 1. orajat kovetéen a VT
levelekben szignifikdns keményitd tartalom csokkenést tapasztaltunk, mely az 1id6
elérehaladtdval mindkét sokoncentracid esetében megfigyelhetéve valt. A 100 mM NaCl
okozta kezdeti keményit6 tartalom fogyast az ACC kezelés megakadalyozta, ahogyan a letalis
sO stressz indukalta csokkenést is a 24. ordban. Erdekes modon, megnovekedett keményitd
felhalmozodas figyelhetd meg a mutans levelekben mar kontroll allapotban is, melyre a 6.
oraban a VT-tdl eltérden kisebb befolyassal birt a gyokérben kialakult sostressz, mig a 24. 6rara

a NaCl koncentracioval egyenesen aranyosan nétt a keményit6 tartalom a Nr levelekben.

6. Az eredmények értékelése

6.1.1. A gyokérkezelésként adott ACC tobblet egy koncentracidos Kkiiszobértéket
meghaladva indukal szignifikans ET emissziot, azonban ennek elérése nélkiil is fiziologiai
valaszokat valt ki.

A paradicsomgyokéren keresztiil adagolt exogén ACC ET-né konvertalodik a
hosszutava kisérletek soran. Alacsonyabb, 0,01 és 1,0 uM-os ACC koncentraciok enyhébb
emelkedést okoztak a gyokerek ET-termelésében, mely altaldban mérsékelt erdsségli stressz
soran figyelhetd meg, mig a 100 uM-os ACC sokkal erdsebb etilén emissziot indukalt mindkét
novényi részben (levél és gyokér), ami a stlyosabb stresszhatasok velejaroja. Az altalunk kapott
tendenciak jo egyezésben vannak a Wang és Arteca [228] altal publikaltakkal, akik kb. 2,5 nL
h® gt ET kibocsajtast detektaltak a levelek, valamint kb. 6,0 nL h? g? ET produkciét a
gyokerek esetében 7 hetes paradicsomndvényeket vizsgalva (S. lycopersicum L. cv. Heinz)
kontroll kériilmények kozott. Ezzel szemben az ET-termelédés 10-30 nL ht g értékre nétt
abiotikus stressz, oxigénhidnyos allapot hatdsara. A szignifikans fiziologiai hats dacara az
alacsonyabb ACC koncentraciok esetén a levelek ET-produkcid valtozasa csekély, ami azt
jelezheti, hogy ezekben a szovetekben az ACC az ET-t6l fiiggetleniil is hathat [16, 137].
Ugyanakkor; az ezen szovetekben megjelend, fiziologiailag aktiv szintli, lokalis ET
akkumulacio kialakulasa sem elvethetd [229, 230]. Bar az exogén ACC hatasa a novekedési

paraméterekre elhanyagolhatd mértéki volt, a fokozott CO2 asszimilacidval dsszhangban a
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hajtds szaraz biomassza szignifikdns gyarapodasat detektaltuk az alacsonyabb ACC
koncentraciok esetében 7 napot kdvetden. Az ACC kezelés altal fokozott hajtasnovekedésrol
hasonlé eredményeket talalt Trujillo-Moya és Gisbert [231] paradicsomban.

A hosszutavii ACC kezelés jelentds hatast gyakorolt a paradicsomgyokerek és a -levelek
iontartalmara is. Korabbi tanulmanyok kimutattak, hogy az ET kapcsolatban 4ll mind a K*
deficiencidval, mind a Na® toxicitdssal a K*/Na® homeosztazis szabalyozdsan keresztiil.
Megemelkedett ET produkcidt figyeltek meg Arabidopsis-ban K* hiany soran, melyet a nagy
affinitasi  K* transzporter, az AtHAK5 megnovekedett expresszidja kovetett ([191].
Ugyanakkor az exogén Ethephon alkalmazasa indukalni képes a HAKS expresszidjat teljes
tapanyagellatds mellett is, mely arra enged kovetkeztetni, hogy az ET transzkripcios szinten
szabalyozhatja a kaliumfelvételt [192]. Az exogén ACC kezelés is szabalyozhatja az aktiv
kaliumtranszportot a PM H*-ATPA4z aktivitasanak modositasan keresztiil [232]. Sostressz soran,
a hianyos ET-érzékeléssel rendelkezé ET-receptor mutans Arabidopsis (etrl-3) sokkal
érzékenyebbnek bizonyult a tobblet Na*™ hatdsaival szemben, mint a vad tipusi tarsa, mely a
mutans novény fokozott elektrolit-kieresztésében, csokkent K*/Na* aranyaban és redukalt PM
H*-ATPaz aktivitisaban nyilvanult meg. Mindemellett, a VT kallusz exogén ACC kezelését
kovetden magasabb K*/Na® aranyt, intenzivebb PM H*-ATPaz miikodést, és ennélfogva
stimulalt sotoleranciat mutatott, amely nem volt megfigyelhetd az ET-receptor mutans
kultarakban [97]. Varatlan médon, a mi rendszeriinkben a felsoroltakkal némileg ellentétes
eredményeket kaptunk teljes tapanyagellatas mellett, kiilon indukalt séstressz hidnyaban.
Kisérleteink azt mutattdk, hogy az exogén ACC magas koncentracioban serkenti a Na*
akkumulaciot és csokkenti a K*/Na* aranyt, mellyel egyfajta gyenge ionikus stresszt general a
paradicsom szovetekben. Természetesen ez a valtozas a K*/Na* aranyban kisebb mértékii ahhoz
képest, mely értéket 100-200 mM NaCl jelenlétében, hidroponikus kultiraban nevelt
novényekben figyeltek meg. Mindazonaltal hasonld nagysagrendii valtozasok voltak
megfigyelhetbek mas  kisérletekben, példaul amikor homokos-agyaghan nevelt
paradicsomnovényeket alacsonyabb és magasabb NaCl koncentraciojii oldatokkal ontdztek
csOpogtetd ontdzéssel egészen a gylimdlesérésig [233]. Az altalunk tapasztalt kisebb csokkenés
a K'/Na" aranyban edzédést kivalto hatasu is lehet egy azt kovetd ozmotikus-/sOstressz
akklimatizaci6 soran, ennélfogva az ACC altal okozott eustressznek tekinthetd.

6.1.2. Az exogén ACC kezelés fokozta a H>O> felhalmozdodast, koncentracio-fiiggé modon
befolyasolja a NO és a ONOO™ akkumulacios mintazatat.

Korabbi tanulméanyok feltartdk, hogy az ET-szabalyozott valaszok a ROF illetve RNF

szintekben bekovetkezd valtozasokkal parosulnak. Jollehet, valamennyi ilyen reaktiv molekula
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fejthet ki toxikus hatast a novényi szovetekre a megfeleld koncentraciokban, azonban a ROF és
RNF szamos fiziologiai folyamatot szabalyozo6 szignalként is funkcionalhat [324]. A ROF és
RNF generadlas ellenére a novények képesek voltak tolerdlni a magas ACC (ET)
koncentracidkat egy hétig, mely kovetkeztetés levonhatd abbol, hogy a novekedési paraméterek
kisebb szaraztomeg-ndvekedésen kiviil nem valtoztak szignifikdnsan a kezelések hatasara. A
gyokércsticsokban a ROF kiilonbozo fajtainak akkumulacidja monitorozhaté a jarulékos
gyokerek 1 cm-es apikalis régidjan beliil. Itt a O™ szintben bekovetkezd valtozasok nem
bizonyultak szignifikansnak, és a H2O.-tartalom ndvekedése csupan a 100 uM-os ACC
koncentracid esetében volt jelentds. Mivel a 7. napra a NO felhalmozodas gatlédott a 0,01 és a
1,0 uM-os ACC kezelések esetében, illetve a 100 uM ACC hatasara sem Iépte tul a kontroll
tartomanyt, a gyokércsucsi sejtek nem voltak kitéve nitrozativ stressznek a kezelési intervallum
ezen idOpontjaban. Ugyanakkor a tartés, 100 pM-os ACC altal indukalt H>O, akkumulacio
részt vehet a K' homeosztazist szabalyozo ET szignalizacidban, igy a K™ felvétel
szabalyozasaban [192] vagy az effluxban szerepet jatszo rendszerek aktivalasaban [235-237].

Az alacsonyabb ACC koncentracidk a gyOkércsucsokhoz hasonld hatassal voltak
levelek O2™ és NO akkumulacidjara, azonban enyhe, de szignifikans médon fokoztak a H2O>
mennyiségét. Ugyanakkor a 100 uM-os ACC koncentraci6 szamottevd HoO» termelést serkentd
hatasa mellett szignifikdns mértékii O>" és NO tartalom novekedést, illetve a két molekula
reakcidjabol keletkezd ONOO™ akkumulaciot idézett elo, mely valtozasok a levelekben nitro-
oxidativ stressz kialakulasahoz is vezethettek [95].

6.1.3. A gyokérzonaban mutatkoz6 ACC tobblet a koncentracié és az expozicios ido
fiiggvényében serkentheti vagy gatolhatja a fotoszintézist és befolyasolja a két fotokémiai
rendszer miikodését.

A szakirodalmi tudasbazist 6sszegezve, az ET fotoszintézisre gyakorolt hatasa ellentmondasos.
Jollehet az ET-nek kozvetlen szerepet tulajdonitanak a fiatal/nem oregedd levelek
fotoszintézisének szabdlyozasaban, a legtobb esetben a megndvelt ET tartalom gatldo vagy
semleges modon befolyasolta a fotoszintetikus aktivitast, példaul a leggyakrabban vizsgalt
paraméterként a nettdé CO2 asszimilaciot. Eddig egyetlen novényfaj, a mustar esetében mutattak
ki az ET serkent6 hatasat [46]. Az intakt paradicsomlevelekre permetezett exogén Ethephonbdl
felszabaduld ET extrém epinasztiat és a virdgriigyek lehullasat okozta, azonban 24 oOrat
kovetden sem indukalt szignifikdns valtozast a fotoszintetikus CO2 fixdcidban, a
fotorespirdcidban vagy a transzspirdcidés rataban. Ugyanakkor, befolydsolta a CO:2

asszimilatumok megoszlasat a kiilonbozo szervek kozott [238].
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Szamos szerz6 foglalkozott az exogén forrasbol (legtobbszor ET gaz vagy Ethephon
permetezés altal) megemelt ET-szint fotoszintézisre gyakorolt hatasaval [59 63; 66], de a
koncentracid és/vagy expozicids intervallum-fliggd vizsgalatok aranya meglehetdsen alacsony.
Annak ellenére, hogy az ACC természetes uton jelen lehet a gyokér kdrnyezetében, mennyisége
csokkenhet vagy novekedhet a talajoldatban, jelenlegi ismereteink szerint eddig csupan
egyetlen tanulmanyban hasznaltak gyokérzeten keresztiili ACC adagolast, és vizsgaltak a
fotoszintézisre gyakorolt befolyasat stresszmentes koriilmények kozott, ahol a salatandvények
10 uM-os ACC kezelése csokkentette a CO2 asszimilaciot és a sztomakonduktanciat [239].

Kisérleteink soran id6- ¢és koncentraciofiiggd valtozasokat detektaltunk a
paradicsomnovények fotoszintetikus aktivitasaban. Kis ACC koncentraciok alkalmazasat
kovetden a kifejlett, nem Oregedd levelek szignifikansan magasabb An értékeket produkaltak
24 ora, illetve a 0,01 uM-os ACC hatasara 48 ora elteltével. Mivel a gsw alakulasa a 100 pM-
os ACC kezelés kivételével nem kdvette szorosan az An tendencidjat, a kisebb koncentraciok
esetében nem-sztomatikus faktorok részvétele is feltételezheté az An szabalyozasaban. Bar a
levélre permetezett Ethephon a koncentracié novekedésével egyenes aranyban novelte a mustar
novények CO: asszimilaciojat és RuBisCO aktivitasat [240], a sztomakonduktanciara és az
intercellularis CO2 koncentraciora is hasonld befolyassal birt, igy az altalunk tapasztaltakkal
ellentétben sokkal inkdbb a CO; elérhetdségének javitasat, mintsem a rendelkezésre allo CO>
hasznositasi hatasfok novelését okozta az exogén ET donor kezelés.

Kisérleteinkben a magas ET szintek An-re gyakorolt negativ hatasa fOleg
sztomalimitaciobol fakadhat az elsd két napon. 3 nappal a kezelés kezdete utan azonban a 100
uM-o0s ACC a nem-sztomatikus limitacié nagyobb aranyu hatasat eredményezheti, amit a Ci/Ca
arany hirtelen emelkedése sugall, ugyanakkor a sztomatikus faktorok visszanyerték
fontossadgukat az An szabalyozasdban a kisérlet végére.

Mivel sem az Fv/Fm, sem az Fo paraméterekben nem tapasztaltunk konstans,
szignifikans csokkenést (Fv/Fw) illet6leg novekedést (Fo), kijelenthetd, hogy az exogén ACC
alkalmazasa nem okozott irreverzibilis karosodast a PSII reakciocentrumokban.

A 0,01 uM ACC kezelés a Y(I) fokozddasat indukélta, ami fluktualo An értékekkel
tarsult a 3. naptol fogva. A kisérlet végére, ez az esemény a PSI akceptoranak szamitod
komponensek koncentracidinak az enyhébb csokkenését vonta maga utan, amire a szignifikans
Y(ND) = Y(NA) valtas enged kovetkeztetni. Meglepé modon, a Y(I) fokozodasaval ebben az
esetben nem parosult a Y(II) kontrollhoz viszonyitott szignifikans ndvekedése. Mindemellett,
a 0,01 és 1,0 uM ACC-vel tortént kezelés elsé 2 napjaban a PSI koriili ciklikus elektrondramlas
(CEF-PSI) tranziens aktivaciojat figyeltik meg. A Y(CEF)/Y(Il) aranya a kozelmultban
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bevezetett, sokkal kifejez6bb paraméter a CEF-PSI becslésére [213]. Habar némi marginalis
novekedés a Y(I) értékeiben megfigyelhetdé 1,0 uM ACC hatésara is a 4. napt6l, ez sokkal
kevésbé hangsulyos Y(ND) = Y(NA) valtassal, illetve a Y(CEF)/Y(II) csupan marginalis
aktivalodasaval tarsul. A fotoprotektiv NPQ kialakitasaban jatszott szerepe mellett a CEF extra
ATP-t is szolgaltat a CO: fixacios folyamatoknak, tovabba beallitja az ATP/NADPH aranyt,
tehat alapvet6 szereppel rendelkezik az An fenntartasaban stressz soran [214].

Habar Iényeges visszaesést tapasztaltunk a nem 6regedd levelek Y(II) és qu értékeiben
100 uM ACC hatasara, a Y(I) csupan tranziens csokkenést mutatott. Mivel a Y(NO)-ban
pusztan marginalis valtozasokat figyelhettiink meg — melyek valosziniileg a zart PSII
reakciocentrumok novekvé aranyanak koszonhetéek — elmondhat6, hogy a PSII karosodasa 7
nap utan elhanyagolhaté mértekii és a PSII 4ltal befogott extra energia sikeresen disszipalodott
hé forméjaban a szignifikdnsan megndvekedett NPQ folyamatok kovetkeztében vagy
megko6t6dott az alternativ elektronakceptorok jovoltabol [242]. Az 5. napon a 100 uM-0s ACC
kezelés a Y(CEF)/Y(II) szamottevd erdsodését indukalta, mely ezt a maximum értéket
kovetden csokkend tendenciat vett fel. A CEF-PSI képes elosegiteni a proton elektrokémiai
potencial gradiens (ApH) 1étrejottét a tilakoidmembranokban, és ahogy mar emlitésre kertilt, az
NPQ fokozasaval megvédi a PSII-t a fotoinhibiciotol [243]. A Y(NPQ) erésen ApH-fiiggd
paraméter, ugyanakkor a Y(NPQ) és a Y(CEF)/Y (1) maximum értékeik elérése utan a ApH-
fliggd violaxantin-deepoxidacido és a biztonsagos, alternativ NPQ tutvonalak 6nmagukban
képtelenek voltak hatékonyan leszabalyozni a fotoszintetikus apparatust. Ez a reaktiv
molekuldk novekvd képzddéséhez vezetett, melyek kioltdsa sem =zajlott hidnytalanul. A
molekularis oxigén a fotoszintetikus elektrontranszportlanc nagyon fontos akceptora, ami
szélsOséges esetekben (pl. a kioltd mechanizmusok elégtelen funkcioja mellett) karos mértékii
0. akkumuldcidhoz vezethet. Bizonyos fokl stressz soran fellépd szerkezeti artalmak
kovetkezményeként a tilakoidmembranok protonpermeabilitasa megndhet, ami a ApH és az
NPQ elvesztéséhez vezethet [53]. Mivel a 100 pM-0s ACC kezelés stimulalta a Oz, a H202, a
NO ¢és az ONOO' felhalmozddast 1 hét utan, az igy kialakuld nitro-oxidativ stressz eldsegitheti
a tilakoidmembranok karosodasat és a ApH, valamint az NPQ csokkenését. Mindemellett, ezek
a reaktiv molekulak aktivalhatjak az antioxidans védelmi rendszereket is, ami hozzajarulhat egy
abiotikus stresszhat4ssal szembeni védelemhez is.

A cukrok (gliikéz, fruktdz, szachar6z) és a cukoralkohol szorbitol mennyisége ACC
koncentraciofliggd modon fokozddik a kezelt novényekben a kontrollhoz képest. A vizsgalt
cukortartalmak maximuma 0,01-1,0 uM-os ACC kezelés esetében volt megfigyelhetd. Ez jol

egybeesik a CO> fixaci6 korai aktivitas-fokozodasaban tapasztaltakkal és a szaraz biomassza
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gyarapodasaval. Hasonl6 tendenciak fedezhetok fel a gyokér cukor-haztartasaban egy nagyon
fontos kivétellel. A szallitott cukorforma, a szachardéz felhalmozodasaban visszaesést
detektaltunk az 1,0-100 uM-os ACC kezelések esetében. Ez azt sugallja, hogy az exogén ACC
megvaltoztatja a cukrok elérhetoségét és elosztasat a novényi szervek kdzott, ami jol dsszefligg
Woodrow és mtsai. [238] etilénnel kapcsolatos megfigyeléseivel. Szamos szerz6 gy talalta,
hogy az oldhat6 cukrok, mint a diszacharidok, a raffin6z csalddba tartozoé oligoszacharidok és
a fruktanok er6sen kapcsolodnak a stressz-indukalt ROF akkumulacidhoz a novényekben [244].
Az oldhat6 szénhidratok, mint ozmoprotektansok bioszintézise az ozmotikus stresszre adott
valaszként is indukalddhat, igy stabilizélva a sejtek membranjait. Alacsony koncentracioban, a
cukrok szubsztratként is szolgdlhatnak a metabolikus enzimeknek, illetve stressz-indukalt
valtozasokat kdzvetitd szignal funkcidval is rendelkezhetnek. Néhany tipusuk, mint a fruktoz,
a galaktdz és a raffin6z csaladba tartoz6 oligoszacharidok, a fruktdnok és a cukoralkoholok
bizonyitott vagy javasolt antioxidans hatassal birnak [245 246]. Tehat a megnovekedett cukor-
¢s szorbitoltartalom képes lehet kivédeni az oxidativ stressz egyes elemeit abiotikus stressz-
akklimatizaci6 soran.

Az ujabb eredmények azt sugalljak, hogy az ACC ET-fiiggetlen moddon is
befolyasolhatja a novények életfolyamatait [16, 17, 137-139], mely a mi rendszeriinkben sem
vethet6 el, kiilonosen az iontranszport és a fotoszintetikus elektronaramlas esetében.
Kisérleteink soran csupan apré kiilonbségeket detektaltunk a novényi szovetek ET
produkcidjaban alacsony ACC koncentraciok esetében, ezért tovabbi vizsgalatok sziikségesek,
hogy milyen aranyban tulajdonithatjuk az ACC direkt hatdsanak az altalunk tapasztalt
valtozasokat, ezen kutatasok azonban nem képezik részét a jelen értekezésnek.

6.2.1. Az ET receptor mutins Never ripe paradicsomgyokerek érzékenyebbek a
sostresszre: a gyokércsiucsok mar szubletalis stressz esetén is mutatjak a sejthalal
jellegzetes fiziologiai tiineteit

Magas sotartalom mellett a legnyilvanvalobb biokémiai valasz a megemelkedett ROF
felhalmozodas, igy a Nr mutans segitségével némi betekintést nyerhetiink abba, hogy mi a
szerepe szovetek ET-érzékenységének a magas sokoncentraciok altal indukalt oxidativ stressz
kialakulasaban. Mindemellett szoros kapcsolat all fenn az ET és mas szignal molekulak, mint
a ROF és RNF kozott [80, 247]. A VT gyokerekben a Oz akkumulaci6 szoros sokoncentracio-
fliggést mutatott, és inkabb a letalis NaCl kezelésre korlatozodott, mig a H2O> felhalmozddas
sokkal kifejezettebb volt szubletalis sostressz soran. Ezzel szemben, a Nr gydkerekben a VT
altal tolerdlhaté mértékli so-kitettség sordn bekodvetkezd, intenzivebb O™ felhalmozasa és

csokkent H202 mennyiség arra enged kdvetkeztetni, hogy az ET-érzékelés részleges vagy teljes
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hianya megvaltoztatta a ROF akkumulacios mintazatat a jarulékos gyokerekben, a HoO2-rol a
O™ javara, mar szubletalis sostressz soran is. Szoros korrelaciot talaltak a O2™, a H2O tartalom
¢s a fehérjekarbonilacio kozott biikkmagvak oregedése soran [248]. Mivel a H202 bizonyitottan
a legfontosabb szignalmolekula, ami aktivalja az oxidativ stressz ellen védelmet nyujtd
folyamatokat, hianyaban az oxidativ stressz elleni védekezés nem teljes [249]. Mindezek
tilkrében elmondhatd, hogy a Nr gyokércsticsokban megfigyelt valtozasok hozzajarultak a
mutans fokozott sostressz-érzékenységéhez. Ezek a folyamatok eltérhetnek a kiilonboz6
genetikai hattérrel rendelkezé Nr mutansok esetén, hiszen a Micro-Tom (MT) paradicsom
hattérbe introgresszalt Nr mutacidval biré gyokerek enyhe H»>O» tartalom novekedést
produkaltak mérsékelt er6sségii, hosszabb tavi sostressz soran. Mindemellett, a Nr gydkerek
fokozott KAT, APX és glutation reduktaz (EC1.6.4.2) aktivitast mutattak kontroll koriilmények
kozott is. Ennek ellenére, ezen enzimek a SOD-dal egyiitt, a VT (MT) gyokerekhez hasonld
mintazattal miikodtek az Nr mutansok esetében is sostressz alatt. Ez felveti lehetdségét a SOD-
on kiviili, egyéb H202 generald rendszerek jelenlétét a mutansokban [250]. gy a Nr mutansok
Micro-Tom hattérben sotoleransabbnak bizonyultak az altalunk vizsgaltaknal.

A ROF ¢s RNF felhalmozodast kordaban tarté egyéb mechanizmusok mellett a NO
tobblet hozzdjarulhat olyan ROF formék kioltdsdhoz, mint a O;", ugyanakkor szélsdséges
esetben hozzajarulhat a PCD inicializalashoz is. A kiilonbség a szubletalis és a letalis sostressz
kozott a VT gyokerekben az, hogy a sostresszt talélé novények a stressz elsd 24 6rajaban tartds
NO akkumulaci6é emelkedést mutattak, mig letalis stressz esetében a NO szint ndvekedése csak
az elso orara korlatozodott. Ez a Nr mutans genotipusban is hasonloan tértént, viszont esetében
sokkal kifejezettebb NO produkcid volt mérhetd a sostressz 1. orajaban. Az utdbbi idében
kideriilt, hogy a kadmium stressz soran fellép6, NO felhalmozodast a plazma membran
NADPH-oxidaz aktivalodasa, illetve ezt kovetden a Oz mennyiségének novekedése kiséri
[251]. A szimultan H20, akkumulacio hianya a kisérlet soran azt sugallja, hogy inkabb a O>",
mint a H202 miikddik egyiitt a NO-dal a PCD indukalasaban [252]. Az altalunk beallitott
rendszerben is  hasonld  véltozasokat figyeltink meg a  sostressznek  Kkitett
paradicsomgyokerekben. A NO reagalhat a O2"-dal, melybdl ONOO"™ keletkezik, aminek
akkumulacioja a prekurzorok termelddésétdl fligg. Bar ez a molekula a novényi sejtekre nem
olyan er6sen toxikus hatasu, mint az allatokban [174], felhalmozddasa sokkal intenzivebbnek
bizonyult a Nr mutans gyokércsiucsokban letalis sostressz soran, jollehet a VT ndvények
esetében is tapasztaltunk marginalis novekedést.

Az ET tehat szabalyozhatja a PCD szignalizaciot a VT novényekben [3]. Az ET-

indukalt kromatinfragmentaci6 és DNS-létrazodas megfigyelhetd szdmos ndvényfajban és
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novényi szervben [253], ahogyan mindkét genotipusban letalis, illetve a Nr mutans
gyokerekben szubletalis soOstressz soran iS. Azonban, mig letalis stressz soran a VT
gyokerekben a DNS kontrollalt, oligoszomalis egységekbe torténd fragmentacioja (DNS
1étrazodas), addig a Nr mutansok esetében altalanos DNS karosodas volt megfigyelhetd.

Egyre tobb bizonyiték sugallja, hogy a magas H20> felhalmozodassal asszocialt PCD
szabalyozasaban kaszpaz-szer( aktivitassal rendelkez6 cisztein proteazok vesznek részt [247,
254]. Az osztaly specifikus, irreverzibilis cisztein proteaz inhibitor, az E-64 segitségével a
cisztein protedzok NaCl koncentraciofliggd modon névekvod képviseletét tapasztaltuk az Gssz-
protedz aktivitdsban, mely bar nem szignifikdnsan, de nagyobb aranyu volt a Nr gyokerekben.
Az ET szabdlyozza a kiilonbozé cisztein protedz gének expresszidjat szamos ndvényi
szovetben, mint példaul a csicseriborsd csirazasa [255], illetve a szegfiiszeg szirmainak
szeneszcenciaja soran [256]. A proteaz aktivitas hasonld mértékben novekedett mindkét
genotipusban az emelkedd sdékoncentracid fliggvényében, azonban a Nr gydkércsucsokban ez
mindeniitt kissé er6teljesebb volt az altalunk vizsgalt koriilmények kozott sostressz alatt. Mivel
bizonyos cisztein proteazok génjeinek indukcidja megfigyelhet6 az etilén-inszenzitiv, mutans
etrl-1 ET receptort expresszald, transzgenikus petinia partakban is [257], feltételezhetd, hogy
vannak specifikus cisztein proteazok, amelyek az ET szignalizacio hianyaban is indukalédnak
a Nr gyokerekben. Ugyanakkor, a proteazok az ET mellett a NO altal is aktivaldédhatnak. A Cd-
indukalt PCD soran akkumulalodé NO fokozta a MPK 6-fliggd kaszpaz3-szerii aktivitast, ami
a PCD végrehajtasat eredményezte A. thaliana csirandvényekben [258].

A magas szalinitds okozta ionikus stressz mértékét erdsen befolyasolja az ion-
egyensulyhiany, foleg a K*/Na* arany a szovetekben. A Na* felvétele a citoszolba K* hiannyal
tarsul [259]. Monteiro és munkatarsai [250] megfigyeléseivel szemben — akik nem tapasztaltak
szignifikdns Na" akkumulaciot az MT hattérti Nr mutansok gyokér, illetve levél szoveteiben
mérsékelt, hossza tava sostressz soran — megndvekedett Na* felhalmozodast tapasztaltunk a
VT és a Nr gyokerekben is mindkét NaCl koncentracio-hatasara. A VT gyokerekkel ellentétben,
a Nr mutans sejtekben nagyobb aranyu K* felvétel gatlast, vagy K* kidramlast detektaltunk
szubletalis sostressz sordn, ami szignifikans mértékii K*/Na* arany romlast okozott e
szovetekben. A K* hiany befolyasolhatja a PCD iniciacidjat szamos PCD-asszocialt enzim
aktivalasaval, mint példaul a cisztein proteazok [185]. Az allati antiapoptotikus fehérje, a BCL-
2 tul-expresszaltatasa csokkentette a K™ kidramlast és represszalta a vakuolaris processzalo

enzim — egy kaszpaz-szeri cisztein proteaz — kifejez6dését, enyhitve a PCD-t rizsben [259].
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6.3.1. Az exogén ACC el6kezelés eltér6 modon befolyasolja a levél és a gyokér ET
produkcidjat séstressz soran, a levelek ET statusza szabalyozza a vizhaztartast és a
klorofillok lebomlasat szupraoptimalis sokoncentraciékon

A toleralhato és letalis sostressz eltéré mértékii ET produkciot indukalt a gydkerekben
és a levelekben, amelynek iddbeli lefolyasa is kiillonbozott. A VT gydkerekben a sdstressz csak
minimalis ET produkcié emelkedést véltott ki (100 mM NaCl, 6 6ra). Erdekes modon, a letalis
sokoncentracid esetében nem detektaltunk szignifikdns ET produkcié novekedést a VT
gyOkerekben, sét, a magas koncentracioji NaCl kezelés az id6 eldrehaladtaval egyenesen
gatolta az ET emissziot. Ezek a valtozasok jo 0Osszefliggésben vannak a korabbi
megfigyeléseinkkel, ahol egy masik paradicsomfajta — S. lycopersicum cv. Rio Fuego —
gyokércsucsi szegmenseiben is kimutattuk, hogy a szubletalis sostressz noveli, mig a letalis
sokoncentracidé nagyon alacsony szintre csokkenti az ET produkciot [98].

A toleralhaté mértéki, 100 mM-0s és a PCD-t indukalo, 250 mM-0s NaCl kezelés
hatasara a Nr mutans gyokereinek esetében az ET kibocsajtas fokozddasa joval hamarabb, mar
az elsé ordban jelentkezett €s tartosabbnak bizonyult, mint VT névényekben. Lanahan és
munkatarsai [28] szintén kimutattak, hogy az ET bioszintézis nem gatolt a Nr ndvényekben. A
gyokérben, az exogén ACC kezelés sem valtott ki olyan mértékii ET emissziot 100 mM NaCl
jelenlétében, mint amit a Nr mutansok esetében tapasztaltunk az 1 6ras mintavételi idépontban,
de az ACC-indukalt ET alacsony sokoncentracion végig mérhet6 volt, mig 250 mM NaCl-nal
nem kiilonbozott szignifikansan a kezeletlen kontrolltol. A megfigyelt valtozasok arra utalnak,
hogy intakt ET jelatvitel — benne funkcionalis Nr receptorral — sziikséges a szubletalis sostressz
soran tapasztalthatd ET produkci6 kialakitasdhoz, melyben fontos szerepld lehet a hidnytalan,
ET-fliggd, negativ visszacsatolasi kor megléte [11], illetve az ACC elérhetésége is.

Az 1d0 elérehaladtaval az ET jelatvitel sériilése — legalabbis a Nr receptor funkcidjanak
szerepe — és az ACC elérhetdsége sincs szignifikdns behatassal a 250 mM NaCl 4ltal okozott
ET emisszié gatlasra a gyokérben, ami az ET bioszintézist meghatarozo egyéb faktorok (pl. a
nagy Na* ion koncentracio) feler6sodését feltételezi. Paradicsom sejtszuszpenzioban a 250 mM
NacCl altal kivaltott ET produkciot sem lehetett fokozni exogén ACC hozzaadasaval [188].

A gyokerekkel szemben mindkét sdkoncentracid tapoldatbéli jelenléte mar 1 oOra
elteltével intenziv ET emissziot valtott ki a VT levelekben, mely az idé elrehaladtaval
lecsengett, ugyanakkor a letalis mennyiségii NaCl esetében a 24. 6rdban megjelend, tjabb ET
csucs kapcsolatban allhat a levél szeneszcenciajanak s6 indukalta beinditasaval [190, 260]. A
gyokéren keresztiil adagolt ACC (10 uM) mar 1,5 drat kdvetden a hajtasba jutott és ET
produkciot valtott ki napraforgd csiranovényekben [119]. Ugyanakkor, paradicsom 100 mM-
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0s NaCl-dal torténé kezelése soran csupan 15 napon tal figyeltek meg emelkedést a xilém
szignifikans ET emissziot az ACC kezelés hatasara a VT levelekben. Ez §sszhangban lehet
azzal a megfigyeléssel, hogy napraforgé ndvények “C-ACC kezelése soran a levélbe jutd
radioaktiv ACC mennyiségének a 2/3-a gyorsan *C-MACC-v¢é konvertalodott [119].

A gyokér kornyezetében jelenlévé ACC tobblet szignifikansan csokkentette a levélbol
felszabaduld ET mennyiségét a szubletalis sokoncentracidval kombindlva, mig a 250 mM-0s
sokezeléssel kombinalva ellentétes hatast valtott ki az 1 6rds mintavételi idopontban. 24 6rat
kovetden azonban, ezek a valtozasok ellenkezdjiikre fordultak. Az exogén ACC kezelés és a
letalis sostressz egyiittesen mérseékelik az ET produkciot 24 orat kovetden, azonban ebben az
esetben az ET bioszintézis szabalyozasa a résztvevo enzimeken kiviil is megtorténhet.

A Nr mutaci6 kezdetben jelentdsen csokkentette az ET-termelést sostressz sorana VT-
hez viszonyitva, majd a sostressz erdsségével egyenes aranyban fokozta 24 orat kovetden,
ellentétben a VT levelekkel. Mindez azt mutatja, hogy a levél ET-termelésének merében mas
az ET visszacsatolds altali szabalyozottsaga a kétféle erdsségli sostressz hatdsanak idobeni
kinetikajat tekintve, mint a gyokér esetében, 24 6ran beliil. A rovidtava Nr hatashoz hasonldan
dohany levélkorongok nagy koncentracioji H202 kezelése soran az ET bioszintézis
mutansokban csokkent a stressz okozta, 2. ET cstcs és a sejthalal mértéke is csokkent [190].

Bar a novekedésgatlas, a friss- és szaraztomeg-akkumulacio csokkenése a sostressz
legalapvetobb hatasai kozé tartoznak [154], azonban 24 éran beliil a biomassza paraméterekben
nem figyeltiink meg jelentds valtozast, jollehet, az ebben az iddpontban végbemend folyamatok
vezethetnek kés6bb az emlitett novekedésgatlo hatasok kialakulasahoz.

Ahogy varhato volt, a vizpotencial csokkent a VT levelekben sostressz soran a levélben,
azonban ez a hatas szinte eltint az ACC kezelések hatasara. A Nr mutansok sokkal
érzékenyebbek voltak a sostresszre, mivel a Ww és az RVT értékeik jelentdésen csokkentek,
kiilonosen 250 mM-os NaCl kezelés hatasara, ami azt jelezheti, hogy az ET-érzékelés sziikséges
a levélszovetek viztartalmanak jobb megdérzéséhez magas sdkoncentracid mellett. Kordbban
mar sostressz mentes allapotban kimutattak, hogy a paradicsomndvények ET-érzékenysége
befolyasolja a vizhaztartas egyensulyat [135].

Mivel az exogén ACC kezelés kifejezetten ndvelte a novények vizpotencidljat, mig az
ET jelatvitel hianya csokkentette azt sOstressz alatt, a tobblet ET jotékony hatast a sostressz
ozmotikus komponensével szemben. Mas a helyzet az ionikus stresszel kapcsolatban. Az
optimalis K*/Na" arany meg0Orzése soOstressz soran alapvet fontossagu [150], amelynek

csokkenése ionikus stresszt valt ki. A 100 mM-os NaCl kezelés, 24 ora elteltével enyhébb
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ionikus stresszt okoz a levelekben, mig a letalis sokoncentracio sokkal jelentsebbet. A
sostressz ugyanis NaCl koncentraciotol fliggben csokkentette a K* és novelte a Na* tartalmakat.
A gyokerek esetében a K*/Na* arany esésért a K* tartalom csdkkenése, mig a levelekben inkabb
a Na" tartalom novekedése volt felelds.

A gyokerek Na* akkumulacios kapacitisa 24 6ra maltan 100 mM NaCl jelenlétében
telitddott, ugyanakkor a kifejlett, nem 6regedd levelek felé térténd Na™ transzport 250 mM
NaCl kezelés esetében a szubletdlis soOstresszhez viszonyitva drasztikus mértékben
megemelkedett. A Nr mutacid a gyokér mellett a levélben is szabéalyozza a K* tartalom
megtartasat a szubletalis sostressz 24. o6rajaban, ezért e levelek komolyabb ionikus stresszben
részesiiltek, mint a VT tarsaik. A letalis sokoncentracid jelenlétében a Nr mutacio tovabb
csokkenti a K*/Na* ardnyt, azonban a kiilonbség nem szignifikans a sokezelt VT gyokérhez
képest. Az ACC kezelés szignifikansan nem befolyasolta a gyokerek K* tartalmat a 24 oras
sostressz soran, viszont fokozta a Na* transzportjat a levélbe 100 mM-os NaCl jelenlétében,
tovabba letalis sostressznél a K*'/Na* arany csokkenése is megfigyelhetd volt.

A Nr mutanshoz hasonldan, az exogén ACC kezelés hatéasat is vizsgaltuk a gyokércsucsi
sejtek életképességére. A szubletalis sokezelés 24. orajat kovetden, az exogén ACC kezelés is
okoz életképesség romlast a VT gyokércsucsokban, mig a 250 mM NaCl jelenlétében mar 1
orat kovetden csokkentette a gyokércstcsi sejtek életképességét. Ezek alapjan elmondhato,
hogy a sostresszel kapcsolodo talzott ET produkcid a stressz mértékétdl fliggden fejtheti ki
karos hatasait. A gyokércsucsok ¢életképességének jelentds csokkenése azonban nem feltétlen
vezet a novény pusztulasdhoz. Egy hosszabb akklimatizaciés folyamatban a hajtas
alkalmazkodasa utan lehetéség van 1j jarulékos gyokerek iniciaciojara, ami a ndvényi egyed
tulélését jelentheti. Masképp fogalmazva, a sdstressz akklimatizacio sikeressége optimalis ET
produkcidt és funkciondlis ET jelatvitelt igényel, ami azonban a gydkér és a levél esetében mas
folyamatok utjan valosul meg.

A levélszeneszcencia egyik velejaroja a Klorofilltartalmak csokkenése. Bar a magas ET
produkciot sokszor a klorofill lebomlas serkentésével parositjak [46], a mi rendszeriinkben, a
sostressz korai id@szakaban egy sokkal arnyaltabb kép rajzolodik ki. Sostressz soran a
megfelelden szabalyozott ET emisszio 24 6ran beliil nem okoz klorofillbomlast a letalis stressz
indukalta, 2. ET cstcs megjelenésével sem, s6t, az exogén ACC kezelés szubletalis sOstressz
soran egyenesen fokozza a klorofill- és karotinoidtartalmakat. Ezzel szemben a Nr receptor
mutacié — még ha a kontroll kdriilmények kozott magasabb klorofill a és b tartalmakat is okoz
— sostressz soran az ET-érzékelés hianyossagai miatt sokkal hamarabb mutatja a klorofill

lebomlast. Mindez jol mutatja az ET id6ben eltérd befolyasat a pigmenttartalmakra.
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6.3.2. A novények ET statusza szabalyozza a ROF és RNF molekulik akkumulaciéjat a
sostressz kialakulasa soran

6.3.2.1. A gyokeér O2™ tartalmanak szabalyozasa sostressz sordan

A reaktiv oxigénformak kialakulasa a legtobb esetben a molekuldris oxigén elektronfelvételével
létrejove O™ keletkezésével indul. Maga a O»" fontos szerepet jatszik a sostressz
akklimatizacioban, igy a O2" keletkezésében és kioltasaban résztvevo enzimek ET statusztol
fliggd szabalyozasa kdzponti jelentdségli az oxidativ stressz kialakulasaban.

A sostressz okozta valtozasok a vizsgalt ROF és RNF tartalmakban a Nr mutans
gyokércsucsok esetében mar bemutatasra keriiltek, azonban az exogén ACC altal kifejtett
hatasok elemzésére még nem kertilt sor. A szubletalis sokoncentracioval torténd kezelés 1.
s6 altali indukcidjanak elmaradasaval parosul. A kés6bbi idépontokban azonban az ACC
jelentésen novelte a O™ akkumulédciot a megfeleld sokezelésben részesiilt, VT ndvényekhez
képest. Ezzel sszhangban, az etol knockout mutansban megfigyelheté magas ET szintek
stimulaltak a gyokérsztélében 1évé parenchima sejtek PM-NADPH oxidazat, mely RbohF
fliggd ROF produkcidhoz vezetett és csokkentette a nettd Na® bearamlast a gyokérbe [146].
Rizs sejtkultardban is megnétt az OSRBOHA expresszioja a 100 mM NaCl kezelést kdveto 1.
Oraban [262]. Arabidopsis novények gyokereiben a PM-ben lokalizalodo NADPH oxidaz, az
AtrbohF altal megnovelt vaszkularis ROF (O2™) produkcié korlatozta a Na* akkumulaciojat,
igy csokkentette a Na* transzportjat a gyokérbdl a hajtasba, ahol igy magasabb K*/Na" aranyt
és sotoleranciat indukalt [167]. Az ET tehat befolyasolja az Rboh-fliggd (O2") produkciot, igy
a belble képz6dé Ho0, képzbédéséért is felel [73, 146]. Az altalunk hasznalt, Ailsa Craig
paradicsomfajtaba introgresszalt Nr mutacié mar stersszmentes koriilmények kozott is novelte
az SIRBOH1 gén expressziojat, mely szubletalis sostressz soran tovabb fokozodott, ellentétben
a VT gyokerekkel, ahol csak 1 érat kovetden tapasztaltunk indukciot.

Korabbi vizsgalatainkban [220] kimutattuk, hogy a ROF metabolizmusaban szerepld
enzimek aktivitasa napszakos (cirkadian vagy diurnalis) ritmust mutathat, mely az altalunk
végzett kisérletek soran a novények stresszmentes allapotaban is megfigyelheté volt. Annak
ellenére, hogy tobb esetben is kimutattdk, az ET hatdssal van az antioxidans enzimek
aktivitasara sostressz soran levélben [168; 263- 265], vagy teljes csirandvényben [266], az ET
kapcsolatat a gyokér antioxidans enzimeivel rovidtavi — 24 6ran beliili — sokezelés soran eddig
még kevés esetben vizsgaltak.

Az exogén ACC a stressz erdsségétol és az expozicios idotdl fiiggden csdkkenti a SOD

specifikus aktivitasat sostressz alatt. A vizsgalt idépontokban, az SIMNSOD expresszidja nem
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minden esetben kdveti a SOD aktivitas-béli valtozasokat az ACC kezelés esetében sem. A
gyokér SOD specifikus aktivitdsaban, szubletdlis sdstressz soran megfigyelt valtozasok arra
utalnak, hogy az exogén ACC kezelés, illetve az altala megemelt ET produkci6 24 6ra multan
gatolja a O2" SOD altali lebomlasat a gyokérben, mely mellett, a 6. 6ratol fokozott 02"
akkumulaci6 volt mérhetd a gyokércsucsokban.

100 mM NaCl jelenlétében, a Nr gyokércsicsok kordbban mar ismeretett,
megemelkedett O," tartalmanak masik okozoja —a megemelkedett SIRBOH1 expresszid mellett
— a SOD specifikus aktivitasanak jelentds so-indukalta csokkenése, mely jol mutatja a Nr
receptor és az ET fontossagat a SOD szabalyozisaban a sostressz korai iddszakaban.
Ugyanakkor, a Nr mutans gyokerekben a VT-nal nagyobb foku mitokondrialis SIMNSOD
expressziot detektaltunk a sokezelések hatasara a 6. 6rat6l, ami azonban nem mutatkozott meg
az 0sszes SOD aktivitasban. A jelenség okozoja lehet, hogy az egyéb, nem az SIMNSOD gén
altal kodolt izoenzimek expresszidja, vagy aktivitdsa is megvaltozhatott, ami csokkenést
eredményezett a levélszovetek SOD specifikus aktivitasaban [267], tehat 24 6ran beliil, az
SIMnSOD jelent6sége kisebb lehet a tobbi SOD izoenzimhez képest. Ugyanakkor, hosszatavh
— 20 napon tuli — sostressz soran megfigyelték, hogy a MT paradicsomfajta Nr mutansban
enyhén fokozodott egy MnSOD izoenzim aktivitasa, azonban ennek hatasat a teljes SOD
specifikus aktivitasra nem vizsgaltak [250].

Mindezen tal, az Aaltalunk tapasztalt valtozasok mogott a SOD  enzim
poszttranszkripcionalis modositasa is allhat. Bar a ONOQO™ tirozin nitraci6 Gtjan blokkolhatja a
SOD szamos izoformajat [96], mint példaul a mitokondrialis MnSOD izoenzimet
Arabidopsisban [268], 100 mM NaCl jelenlétében a Nr mutansokban nem tapasztaltunk
szignifikans emelkedést a gyokércsuicsok ONOO™ akkumulaciojaban, igy ezekben a
szovetekben a nitrozativ stressz kialakuldsa nem valoszinli. Mindazonaltal egyéb
poszttranszkripcionalis modifikéaciok is gatolhatjadk a SOD izoenzimek aktivitdsat, mint példaul
a mMiRNS-ek medialta transzlacios gatlas [269].

A gyodkércsucsok O akkumuldcidja a letdlis sokoncentracio és az ACC kezelés
kombinacioja soran feler6sodik. Mig a VT és az ACC kezelt gyokerekben is represszalodott az
SIRBOH1 gén 250 mM-os NaCl alkalmazasa soran, a Nr mutansokban indukciot tapasztaltunk
az 6sszes idopontban. Letalis sostressz soran a SOD aktivitas a Nr mutansban és az ACC kezelt,
VT gyokerekben is hasonloan redukélodik a 6. 6ratol a VT-vel dsszehasonlitva, igy az adott
idépontokban az abszolit ET emisszio, illetve jelatvitel befolyasa kisebbnek latszik. Fontos
megjegyezni azt is, hogy az ACC eldkezelés miatt, a letdlis sokezelést mar egy modosult ET

statuszi gyokér kapta, melynek hosszabb tavu hatdsai az antioxiddns rendszerekre a késobbi,
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mérsékeltebb ET produkci6 ellenére sem elhanyagolhatoak, ahogy lathaté Wi és munkatérsai
[190] munkéjaban is a letalis stressz altal kivaltott antioxidans valasz és az ET produkcid
kinetikdjanak 0sszehasonlitasa tekintetében.

A kozelmultban megjelent tudomanyos eredmények felvetik annak a lehetdségét, hogy
az ACC egy ET-t6l fiiggetleniil is mikodd szignalmolekula [16, 137]. Ugyanakkor e
szovetekben a fiziologiailag hatasos, lokalis ET akkumulacio is lehetséges [229, 230].

Osszességében megallapithatd, hogy a toleralhatd sokoncentracidval szemben a 250
mM-os NaCl koncentracié jelentés O," akkumulaciot eredményez, amit egyarant fokoz az
exogén ACC kezelés és az ET jelatvitel blokkolasa a Nr mutansban. Ez az akkumulaci6 a korai
id6pontokban a PM-kotott NADPH oxidaz indukcidjanak, illetve a SOD aktivitds 1d6
fiiggvényében kialakulod gatlasanak tudhatd be a kérdéses mintdkban. A megnovekedett O™

tartalom hozzajarulhat a PCD indukciohoz a gydkércsticsokban.

crer

A szubletalis és letalis sostressz a gyOkércsicsok H»0 akkumulacios kinetikajaban is
alapvetden kiilonbozik, hiszen letdlis stressz soran az els6 H20O2 maximum késobb jelentkezik.
Annak ellenére, hogy a kétféle erdsségli soOstressz soran az ACC megemelkedett O2”
akkumuléciot valtott ki a gyokércsticsokban a 6. 6raban, a s6-indukalta, H,O, felhalmozddést
gatolta ebben az idépontban, mig 24 ora elteltével mindkét stressztipus esetében novelte.
Ahogy mar emlitésre keriilt, a H,O> az egyik legfontosabb szignalmolekula az oxidativ
stressz ellen védelmet nyajté folyamatok aktivalasaban [249]. Nyarfa kallusz sejtekben a so-
indukalt H2O2 termelés fokozta a sdtoleranciat, a Na* szintek alacsonyan, mig a K* tartalom
magasan tartasan keresztiil [105]. A H20; akkumulaciéjat el6idéz6 folyamatok koziil a 6.3.2.1.
alfejezetben ismertetett SOD-ot, mig a H2O- lebontasaban résztvevé enzimek koziil a KAT, a
POD ¢és az APX szerepét vizsgaltuk. A mi rendszeriinkben, szubletalis sostressz soran, a KAT
aktivitas kis mértékben nétt csak meg a VT gyokereiben 6 ora elteltével, ami késébb nem volt
megfigyelhetd. Ugyanakkor az APX aktivitas az 1. és a 24. orat kdvetden fokozodott. Eltérd
sotliréssel rendelkezd, tunéziai paradicsomfajtak sokezelése gyorsan gatolta a tolerans és az
érzékeny fajta gyokereiben a KAT aktivitdst, amely az utobbi esetében késdbb helyreallt,
ugyanakkor a kozepes sotoleranciaval rendelkez6 fajta gyokereiben csupan enyhe valtozasok
voltak megfigyelhetok. Az APX aktivitas az érzékeny fajtdban 12 6ra multan lecsokkent, a
kozepes tolerancidaval rendelkezd esetében nem valtozott, mig a tolerans ndvények gydkereiben

megemelkedett. A POD aktivitas tendenciaja is ehhez hasonldan alakult [270].
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A 100 mM-os NaCl kezelést kovetd 24. 6raban, a Nr és az ACC kezelt gydkerekben
viszont a megfigyelt KAT aktivitdas nem parosult a gyokércsucsok H2O» tartalmanak
mig a Nr gyokerekben a KAT aktivitas novekedése az SIKAT1 és az SIKAT3 gének expresszios
fokozodasaval jart, az ACC kezelt gyokerekben mind harom vizsgalt KAT izoenzim gén
represszalodott az emlitett iddpontra.

A Nr gyokerekben 1. orat kovetden a VT-hoz képest csokkent H20. produkciot
detektaltunk, melyhez a teljes gyokérben mért SOD aktivitas csokkenése és a KAT-, valamint
a POD specifikus aktivitas novekedése is tarsult. Ebben az idépontban, az emlitett sokezelésben
részesitett Nr gyokerek SIKATL indukcidja a VT-nal kisebb mértékii volt, ugyanakkor a
mutansokban elmaradt az SIKAT3 represszidja. A Nr mutacio az id6 fliggvényében befolyasolta
KAT aktivitast a MT paradicsomfajta gyokereiben hossztava sostressz soran is [250].

Szubletalis sostressz soran, a KAT specifikus aktivitds novekedését vagy csokkenését
az ACC kezelt novényekben a POD aktivitas ellentétes valtozasa kdvette, mely feltételezi, hogy
a két enzim aktivitisa komplementalja egymast. Az Ailsa Craig hattérii, Nr mutans
gyokerekben gatlédott a POD aktivitas a 100 mM-os NaCl kezelést kovetd 6. és 24. oraban,
mely jo Osszefliggésben van a hosszatava sostressz soran, MT hattérben tapasztaltakkal [250].

A 6 6ras mintavételi idépontban, az exogén ACC ¢és a toleralhatd mennyiségti NaCl
jelenlétében tapasztalt HoO» tartalom csokkenés a gyokércsuicsokban a gyokér APX specifikus
aktivitasanak novekedésével parosult, mellyel egyiitt fokozddott az SIAPX2 expresszioja is.

A Nr mutacié a sokezelések korai 6raiban van leginkdbb hatassal az APX specifikus
aktivitasra a gyokerekben, mely az ACC- és sokezelt VT ndvényekben is megfigyelhetd, illetve
hatasuk mibenléte stressz erdsség- és id6fliggd. A toleralhaté mértékii NaCl kezelés 6. 6rdjaban,
a Nr mutansban jelentésen csokkent az APX aktivitas, ugyanakkor az SIAPX1 és SIAPX2
izoenzimek expresszidja erdsen indukalodott. Az exogén NO képes befolydsolni a
mitokondrialis APX aktivitast, NO és aszkorbat koncentraciofiiggé modon [271]. Az APX
aktivitdas ET jelatvitel altali, id6fliggd szabdlyozdsa hosszitava sostressz soran is
megmutatkozott MT hattérii, Nr mutans gyokerekben [250].

Hat ora elteltével a letalis sokoncentracio és az ACC jelenlétében megfigyelt H202
tartalom valtozadshoz a gyokér csokkent SOD aktivitdsa is hozzajarulhatott. Az ACC
jelenlétében torténd, 250 mM-os NaCl kezelés esetében is elmondhatd, hogy — az 1. mintavételi
idépontot kivéve — a POD a KAT specifikus aktivitas valtozasaval forditott iranyban médosult
a gyokérben. Az exogén ACC megakadalyozta a gyokér SIKAT2 és SIKAT3 izoenzimek 250
mM-os NaCl okozta represszidjat az 1. oraban, fokozta az SIKAT3 gén kifejezddését és
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enyhitette a tobbi vizsgalat KAT gén expresszios gatlasat is a késébbi idépontokban. Ez
megemelkedett KAT aktivitast eredményezett, mely 6 6ra elteltével a gyokércsicsok H>O»
tartalmanak csokkenésével is kapcsolatba hozhato. Fontos megjegyezni, hogy mindez annak
ellenére tortént, hogy nem detektaltunk szignifikdns ET emisszi6 novekedést az ACC kezelt
gyokerekben letalis stressz soran.

250 mM NaCl a VT paradicsomgyokerekben fokozta a POD aktivitast, melyet az 1. és
24. 6raban gatolt a Nr mutacio. Hasonlot figyeltek meg ein3eill mutans lidfitben is [266].

250 mM-os NaCl jelenlétében a Nr novények APX aktivitdsa szignifikdnsan nott,
ellentétben a szubletalis sostressz esetében megfigyeltekkel. Ezen talmenben a citoszolikus
SIAPX1 és SIAPX2 gének is erds expresszios aktivalodast mutattak. Az enzim citoszolikus vagy
peroxiszomalis izoformainak tulexpresszaltatasa novelheti a sotoleranciat [272]. Bar az APX
aktivitasa megnétt VT paradicsomban hosszutavi sostressz soran, a SOD altal fokozott H20>
szintek kordaban tartasahoz csupan kis mértékben jarult hozza [168].

A stressz mértékével egyenes ardnyban a ROF akkumulacié toxikussa is valhat, mely
oxidativ stresszhez vezet, igy karosodhatnak a makromolekulak és a membranok is [105]. A
tulzott ROF produkcio K* kidramlashoz vezethet, f6leg a GORK és NSCC csatornidkon
keresztiil, ami inicializalja a PCD-t [156].

A H>O; akkumulacioja a VT gyokércsucsokban idében hamarabb kovetkezik be a
toleralhatd sokoncentracional, mint a 250 mM NaCl kezelés esetén, és a 24. orara mindkét
mintaban lecseng. A korai H2O2 akkumulécio lehetdvé teszi olyan antioxidans enzimek korai
indukciojat és enzimatikus aktivalodasat, mint az APX, mig a letdlis sokoncentracional a H.O-
lebomlésahoz a POD és a KAT aktivitds indukcidja nagyobb mértékben jarul hozza, ami
kiilonosen az ACC kezelt mintdkban és az Nr-ben jelentds. Ezekben a gydkércsiicsokban
azonban az antioxiddns enzimek aktivalodasdnak ellenére a sdstressz hatdsdra a sejtek

¢letképessége visszafordithatatlanul kérosodik.

crer

eltéro erosségii sokezelések soran

A VT gyokércsicsokban a sokezelés megemelte a NO akkumulaciot, ami 100 mM-os
NaCl esetén egy tartos, viszonylag egyenletes emelkedés, mig a letalis sostressznél az 1. drara
korlatozodik. A kétféle erdsségli sostressz altal kivaltott NO akkumulalodasi kinetikara az
exogén ACC iddében ellentétesen hatott, kis mértékii sdstressznél inkabb gétolt, mig 250 mM
NaCl-nal 24 6ra mulva a sokezelt VT-hez képest jelentdsen megemelkedett NO szinteket

detektaltunk. Az Nr mutdnsokban a NO csak az elsd o6rdban akkumuldlédott nagyobb
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mértékben, mint a megfeleld, sokezelt VT gyokércsucsokban. A magas NO szinteknek fontos
szerepe lehet a védekezésben, hiszen sostressz soran a NO fokozta az antioxiddns enzimek
aktivitasat [172, 176, 177], ugyanakkor a talzott NO és O™ akkumulacio ONOO™ képzddéséhez
¢s az intenziv nitracié miatt nitrooxidativ stressz kialakulasahoz vezethet a ndvényekben [76].
Fontos tehat a 02"/ ONOO™ aranya is az adott szovet tulélése szempontjabol.

A szubletalis sokoncentracio jelenlétében, az ACC kezelés megemelt O™ és csokkent
NO akkumulaciot okozott a gydkércsucsokban. Szubletalis sostressz soran, a ONOO™ két
prekurzoranak megemelkedése nem okozott szignifikins ONOO™ akkumulaciot egyetlen
idépontban sem, mig jelentdsen fokozta szintézisét a letalis sOstressz korai szakaszaban. Bar a
ONOO" keletkezése nagyban fligg a két prekurzor szimultan képz6désétdl, a folyamatot a 02"
produkcid szubcellularis helye felé torténd NO diffuziéo hatarozza meg [273]. Az ET és a
ONOO" képzddés kapcsolatardl sostressz soran nincs sok informacionk, és ahogy mar emlitésre
keriilt, a Nr mutacidé nem is befolyasolja szignifikansan az ONOQO™ akkumuléciot jarulékos
a ONOQO" felhalmozddas nem is valtozott, az ACC kezelés a molekula fokozott képzddéséhez
kedvezétlen NO és O™ akkumulaciés mintazatot alakitott ki [273]. Ezzel szemben a letalis
sostressz soran a NO tartalmakat az ACC kezelés a ONOO™ képzddés indukcidja utjan is
csokkenthette. Ezekben a mintdkban lehetdség van a nitrooxidativ stressz kialakuldsara.

A gyokércsucsokban mind az exogén ACC formdjaban indukalt ET/ACC tobblet, mind
az ET jelatvitel blokkolasa oxidativ, illetve nitrooxidativ stresszt valtott ki letalis sostressz alatt,
amelynek hatterében eltéré mechanizmus all. Bar mindkét esetben megemelkedett a O™ és
peroxinitrit akkumulacio, ez exogén ACC kezelés mellett erbteljesebb. Mig a O™ akkumulaciot
az Nr-ben elsésorban a SOD gatlas okozza, a H,O2 elbontasdhoz a mutansban kisebb mértékben
jarul hozza a KAT és rovid tavon az APX, mint az ACC kezelt gyokerekben. Letalis
sostressznél a gyokércsucsok ET statuszanak valtozasa (exogén ACC, Nr) noveli a
soérzékenységet. Toleralhatod sostressznél azonban az exogén ACC kezelés eleinte jelentdsen
csOkkenti a O2™ felhalmozodasat, viszont nem csokkenti a HoO2 akkumulaciot, ami mérsékeli
az oxidativ stresszt, és ami lehetdvé teszi olyan antioxiddns enzimek expressziojanak

indukcidjat (SIAPX2) és aktivitasanak emelkedését, mint az aszkorbat peroxidaz.

crer

Szubletalis NaCl koncentracié alkalmazdsa sordn a paradicsom kifejlett, nem oregedd
leveleiben a O2™ mennyiségi valtozasa periodicitast mutat, melyet nem befolyasolt sem a Nr

mutacio, sem az exogén ACC kezelés. A sokezelések hatdsidra azonban az 1 és 24 Oras
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idépontokban fokozodott a 02" akkumulacié. Brassica juncea rovid iddtartamu sokezelése
sordn az alacsonyabb és a magasabb sokoncentraciok is novelték a O2" mennyiségét a
levelekben 12-, illetve 24 6ra elteltével [274], melyet a legtobb iddpontban mi is megfigyeltiink.

A levélben a SOD specifikus aktivitasa a gyokérhez képest némileg eltérd kinetikaval
valaszolt a sokezelésekre. Tovabba, mig a gyokérben nagyobb a szerepe az ET altali SOD
szabalyozasnak szubletalis NaCl koncentracio jelenlétében (ACC, Nr mutans), addig a levélben
a vizsgalt idopontokban nem, vagy csak néhany esetben fedezhetd fel 6sszefliggés.

Ugyanakkor elmondhatd, hogy a Nr mutacido és az ACC kezelés is hatott a SOD
izoenzimek expresszidjara, viszont nem gyakorolt szignifikans hatast az 6ssz-SOD aktivitasra.

Ezzel szemben, a szuperoxid szintézisét katalizalo SIRBOH1 indukalodik a mutansban
a 100 mM NaCl hozzdadasat kovetd 1. 6ra utan, melynek befolyasa a O™ produkciéra nem
tisztazott. Ezen tulmenden, az SIRBOH1 represszalédott a szubletalis sokoncentracid
hozzaadasat kovetd 6. oraban a VT és a Nr mutans levelekben, melyet az ACC kezelés
megakadalyozott. Ugyanakkor az Nr levekben az emlitett gén kifejezodésében 24 ora elteltével
ismét indukciot tapasztaltunk. Ez felveti a novény ET statuszanak befolyasat a levél O2”
produkcidjara szubletalis sostressz soran, a szubcellularis képzodés lokalizaciojat tekintve.

A 100 mM-os NaCl altal indukalt kloroplasztikus SICu/ZnSOD expressziot a Nr mutacio
mérsékelte, mig represszalta a szintén kloroplasztikus SIFeSOD kifejez6dést 24 orat kdvetden.
Az exogén ACC is inkabb e két izoenzim expresszidjara volt hatdssal 24 6ran beliil, ami jelzi
az ET szerepét a kloroplasztikus ROF szintek befolydsoldsaban. A megtigyeléseinkkel
0sszhangban, a MT hattérbe introgresszalt Nr mutacié a hosszutava, 100 mM-os NaCl kezelés
soran csOkkentette a Cu/ZnSOD izoenzimek aktivitdsat a levelekben a sokezelt, VT
novényekhez képest [250]. Ennek megfeleléen, brokkoliban az ERF1 gén (BOERF1)
tulexpresszaltatdsa harom napos sostressz utdn novelte a SOD enzimek aktivitdsat a
csirandvények leveleiben, mely csokkentette a O™ akkumulaciot, valamint a sejthalal mértékét
[275]. Ezen tulmenéen a dohany exogén ACC kezelése soran is mutattak ki valtozast a
kloroplasztikus SOD izoenzimek expressziojaban [276].

A 02" akkumulécidja a VT-ben kezdetben sokkal jelentdsebb volt a letalis sOstressz
esetében, mint a toleralhatd sokoncentracional. Erdekes modon a letalis so-sokk esetében mind
a Nr receptor defektusa mind az exogén ACC alkalmazasa jelentdsen csokkentette a soindukalt
02" felhalmozddast, mely ellentétben all a gydkérben megfigyeltekkel, azonban a hattérben
megbuvo folyamatok az id6 fliggvényében valtoztak.

A SOD aktivitasat a letalis sostressz mar 1 6ranal emelte a VT-ben, azonban a jelentds

indukci6 24 6ranal kovetkezett be. Az enzim aktivitasara a 6. 6raig mind az ACC kezelés, mind
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a ET receptor mutécidja serkentdleg hatott a VT-hez képest, ami azonban a 24 6ras mintdban
jelentds gatlasba csap at. Az 1 6ras mintavételkor, a Nr mutacio és az ACC kezelés is fokozta
a SIFeSOD kifejez6dését a levélben, 250 mM NaCl jelenlétében, mig a 24 o6ras idépontban a
Nr mutacio6 altal gatolt SOD aktivitashoz az SIFeSOD ¢s a SIMNSOD gének represszidja tarsult.
A 6 6ras id6épontban, az SIRBOH1 gén is er0sen represszalodott a mutansokban, majd 24 ora
utan az ACC kezelés mellett is, ami befolydsolhatja a O>" mennyiségét.

Hasonldan sajat eredményeinkhez, a s6érzékeny borsolevelek mitokondrialis MNSOD
expresszioja is csokkent a sostressz soran [277]. Ezzel szemben a rizs Cu/ZnSOD
tulexpresszaltatasa dohany kloroplasztiszokban sotoleranciahoz vezetett [278]. A rizs
citoszolikus SOD izoenzimek expresszidja azonban eltérd modon valaszolt a sokezelésre a
novények hajtasaban [279].

Mindazonaltal fontos kovetkeztetés, hogy erds sostressz sordn a Nr mutansok és az ACC
kezelt, VT ndvények leveleiben, a 6. 6raban a O™ lebomlésa fokozddik, addig a 24. 6raban az
enzimatikus lebontds és ezzel egyiitt a termelddés mérséklodése figyelhetd meg. Mindkét
valtozashoz az ET-termelésnek a megfeleld sokezelt VT-hez képest mért csokkenése vagy a
jelatvitelének zavara tarsithato, bar a két, kiilonb6z6 csoport Oz akkumulacidjaban részt vevo

mechanizmusok hozzajarulasa a megfigyelt valtozasokhoz eltérd lehet [75].

crer

100 mM-os NaCl jelenlétében a HoO; felhalmozodas az 1 6ras mintan kiviil 1atszolag kevéssé
valtozott, amit az ACC kezelés nem modositott szignifikansan a levélben. Ugyanakkor, a Nr
mutacid szerepe a szubletalis sostressz indukalta H>O»> akkumuléacié fokozéasaban a 24. 6raban
valt szignifikanssa.

A VT novényekben a KAT és a POD aktivitas a kezelés utan roviddel megemelkedik,
ami a kisérlet végére lecseng, mig az APX aktivitas altalaban nem valtozik, csak a 6. oras
mintdban csokken. Eltérd sotliréssel rendelkezd, tunéziai paradicsomfajtak sos tapoldattal (150
mM NacCl) torténd ontdzése soran a levelekben — a gyokérrel ellentétben — 6 és 12 6rat kovetden
alig valtozott a KAT aktivitas, mely a tolerans fajtat kivéve — ahol ndtt — az APX aktivitasrol is
elmondhat6. A POD aktivitas, bar 6 6Oranal enyhe maximumot mutatott, nem modosult
szamottevéen 12 oran beliil [270]. A levelek KAT és POD aktivitasaban szubletalis sostressz
soran mi is hasonlé megfigyeléseket tettiink. Ezen tulmenden, a VT levelekben, a 100 mM
NaCl hozzaadasat kovetd 1 ora elteltével indukalodott az SIKAT1 expresszio, mely a 6. éraban
represszalodott. Az SIKAT2 és SIKAT3 expressziot nem befolyasolta ez a kezelés. Az altalunk

hasznalt paradicsomfajtaban azonban az APX aktivitds a VT-ben a 6 o6ras mintavételi
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idopontban erésen lecsokkent, bar a vizsgalt, citoszolikus APX gének — SIAPX1 és SIAPX2 —
nem represszalodtak.

Erdekes modon, 6 orat kovetéen a 100 mM-os NaCl és az ACC kezelés kombinalt
hatasara a KAT specifikus aktivitasa — dacara a fokozott SIKAT3 expresszionak — kissé
mérséklodott. Viszont az ACC hatasara a POD specifikus aktivitasa jelentésen megemelkedett,
tovabba mérsékldédott az APX miikodésének sdindukalta csokkenése is. Az utobbi jelenség a
Nr levelekben is megmutatkozott, viszont esetiikben a KAT specifikus aktivitdsa fokozodott a
megfelelé sokezelésben részesitett, VT levelekhez viszonyitva, mely az SIKAT1 represszid
elmaradésaval hozhat6 kapcsolatba.

A 100 mM-os NaCl kezelés 24. orajat kdvetden, a Nr mutacio altal fokozott HoO-
akkumulacioban szerepet jatszhat a KAT és az APX aktivitas csokkenése, valamint a SOD
specifikus aktivitisinak enyhe fokozddasa. A jelenséget az SIKATL erds represszidja kisérte,
mely felveti az izoenzim kiemelt szerepét a folyamatban, mivel az SIKAT2 expresszi6 szimultan
fokozddéasa sem enyhitette az aktivitds csokkenését. Ugyanakkor ez nem zarja ki a gatlo
természetli poszttranszlacids modositasok szerepét a folyamatban.

Egy kisebb 6 oras emelkedést kovetden 24 ora elteltével az ACC és az Nr mutacio is
gatolta az APX specifikus aktivitasat. Ugyanitt a 100 mM NaCl represszalta az SIAPX1 és -2
géneket a levélben, ami felelhet az Nr mutansokban és az ACC-kezelt levelekben megfigyelt
APX specifikus aktivitas csokkenésért. A Nr mutacid altal erételjesen gatolt APX aktivitas a
100 mM NaCl kezelés 24. orajat kovetden (a KAT aktivitas csokkenésével parhuzamosan) a
H>0, akkumulacid jelentds ndvekedésével jart a 24 o6ras idopont esetében. A Nr mutans MT
paradicsomlevelekben, 100 mM-os NaCl alkalmazasakor is csokkenést figyeltek meg a levél
APX aktivitasaban a 20. és a 36. napon [250].

A kisérleteink soran vizsgalt idépontokban, 100 mM NacCl jelenlétében, a levél POD
aktivitasat enyhén novelte a Nr mutacio, mely az 1. és a 24. 6raban bizonyult szignifikansnak.
Mas esetben, a MT paradicsomfajta Nr mutans genotipusaban nem figyeltek meg valtozast a
KAT specifikus aktivitasban hosszl tavl,, 100 mM NaCl kezelés soran a VT levélhez képest,
ugyanakkor a Nr mutaci6 fokozta a POD specifikus reakciot a 7. napon, amit késébb, a 20. és
36. napokon csokkentett [250].

A 250 mM-os NaCl tapoldatbéli jelenléte altal indukalt intenziv H20: felhalmozodast a
kisérlet 1. ordjaban a Nr receptor mutacidja vagy az exogén ACC kezelés elsd ranézésre
kismértékben befolyasolta a levelekben. A késébbiekben mind az exogén ACC kezelés, mind
az ET receptor mutéacidja jelentdsen megemelte a H2O2 akkumulaciot a VT kontrollhoz

viszonyitva, ami az Nr mutansokban a 24. 6raig megmaradt.
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Ugyanakkor az exogén ACC altal fokozott ET produkci6 a letalis sokezelés 1. orajat
kovetden indukélta a KAT aktivitast, mely az APX miikddésének csokkenésével tarsult. A
megfigyeltekben az SIAPX1 és -2 expresszidja valosziniileg kisebb szerepet jatszott. Az SIKAT1
expressziot rovid ido alatt, 5Gnmagaban is fokozta az exogén ACC, mely a letalis sokoncentracid
hozzaadasat 1 oOraval kovetGen is lathatd volt, azonban ez nem kiillonbozott a megfeleld
sokezelést kapott VT levelektol.

Megfigyeléseink alapjan elmondhatd, hogy a hirtelen megemelkedd ET produkcio a vad
tipusu ET receptoron keresztiil indukalta az SIKAT1 izoenzim expresszidjat a levélben az 1 oras
mintavételkor. Az izoenzim kifejez0dését késébb is befolyasolja a Nr mutéacio és az ACC
kezelés is, id6fliggd mddon.

A Nr levélben gatlodott az APX specifikus aktivitas a korai idépontokban, a megfeleld
sokezelés soran, viszont fokozddott a POD miikddés. A POD izoenzimek eltérd aranyu
expressziot mutattak kukorica hosszatavia sostressze soran [280]. Korabban megfigyelték, hogy
a citoszolikus APX dupla mutansok leveleiben az enzim hianyat egyéb antioxidans enzimek
kompenzaltak [281], amire jo jelolt a POD.

A letalis sokoncentracid jelenlétében, a Nr mutins ¢és az ACC kezelt
paradicsomnovények leveleiben 6 ora elteltével megfigyelt erételjes H202 akkumulacioban
kiemelt szerep jutott a fokozott SOD aktivitdsnak. Bar mindkét csoportban megemelkedett a
KAT ¢és a POD — az ACC kezelt novényekben az APX is — specifikus aktivitasa, a H2O»
felhalmozodast nem voltak képesek jelentdsen mérsékelni. Az itt megfigyelt KAT aktivitas
valtozasokhoz az SIKATL1 és SIKAT3 expresszio fokozddas tarsult. Tehat ez esetben a H2O;
képzddésének mértéke tulndtte az antioxidans rendszerek kapacitésat.

A letalis NaCl kezelést kovetd 24. ordban az exogén ACC jelenléte mérsékelte a SOD
¢és a POD, viszont er6sen indukalta az APX specifikus aktivitast, mely visszafogta a sostressz
indukalta H>0, akkumulaciot. Ez a hatas a citoszolikus SIAPX1 és -2 izoenzim gének
repressziojaval tarsult. Az APX specifikus aktivitdsra vonatkozoan is hasonld megfigyelést
tettek ACCD-t expresszalo rhizobaktériummal inokulalt, sokezelésben részesitett Catharanthus
roseus novények leveleiben [282].

A Nr mutacio a 24 o6rads mintavételi idOpontban erdteljesebben gétolta a POD
miikodését, mint az exogén ACC kezelés. Ezt megerdsitve, Arabidopsis csirandvényekben az
ein3eill mutaci6 csokkentette a POD aktivitasat és transzkript szintjeit 3 napos sokezelést
kovetéen, igy e novények nagyobb mértékli ROF akkumuldcidval ¢€s sostressz
hiperérzékenységgel rendelkeztek [266]. Ugyanakkor, a POD aktivitas csokkenése mellett a
mutansok leveleiben elmaradt a 250 mM NaCl indukalta gatlas a KAT specifikus aktivitasban,
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mely az SIKAT2 ¢és SIKAT3 expresszios fokozodasaval tarsithatd. Bar az SIKAT3 sokkal
nagyobb mennyiségben fejezddott ki a VT levelekben a letdlis sostressz 24. orajat kovetden,
mint a mutdnsban, a 6. drdban tapasztalhatd expresszios fokozddas a VT levelekben nem
figyelhetd meg. Erdekes modon, a szubletalis sostressz 6. orajat kovetd megfigyeléseink a POD
aktivitas és az exogén ACC kapcsolatardl ellentétesnek bizonyultak Demir és Oztiirk [265]
tapasztalataival, a letalis sostressz 24. orajaban megfigyeltek azonban jol illeszkednek az
eredményeikhez, miszerint a levélre permetezett, exogén Ethephon mérsékeli, mig az ET hatas
gatlasa erésen csokkenti a POD aktivitast spendtlevélben, 5 oOras sokezelést kovetden. A
megfigyeléseink jol mutatjak, hogy az ET mennyire komplex modon szabalyozza a levél
vizsgalt enzimatikus antioxiddnsainak aktivitasat, valamint a ROF koncentraciojat a kétféle

erdsségll sostressz kialakulasa soran.

crer

soran

A szubletalis sokoncentracio csokkenti, a letalis noveli a levél NO akkumulacidjat az 1. éraban
a VT novényekben, melyre az exogén ACC kezelés és a Nr mutacio csupan kisebb befolyassal
birt. Ugyanakkor a megvaltozott ET statusz szerepe a levél NO produkcidjanak
szabalyozasaban szupraoptimalis NaCl koncentraciok jelenlétében a 24. 6raban drasztikusan
feler6sodik. 100 mM NaCl kezelésnél mind exogén ACC, mind a mutans ET receptor, az Nr
jelenlétében, 250 mM NaCl-nél csak ACC eldkezelés mellett kaptunk jelentds emelkedést a
szoveti NO szintekben.

Az exogén ACC a NO felhalmozddas fokozasa mellett a ONOO™ szintjét is noveli
szubletalis soOstressz a 24. orajat kovetOen, mely Osszefligghet a megemelkedett ET
produkcioval. Eddig csak ludftimagvakban figyelték meg, hogy az ACC alkalmazasa tovabb
fokozta a soindukalt NO produkciot, mely kisebb mértékii volt az ein3-1 mutansban [197].

Erdekes modon, a Nr mutans levelekben nem figyelheté meg novekedés a ONOO-
akkumulacioban 250 mM-os NaCl kezelés alatt az els6 oraban, holott megemelkedett O2™ és
NO produkciot detektaltunk benniik, viszont jelentésen megemelkedik a ONOO™ szintje a 24.
Oras mintaban. Ahogy mar emlitésre keriilt, a ONOO" keletkezését a O2™ és a NO egyiittes
lokalizacidja szabja meg [273]. Tovabba a PRXR képes detoxifikalni a ONOO™-et [77]. A
ONOO" felhalmozddas csokkentheti a sejt Oz tartalmat, igy végsé soron védheti a
biomolekulakat az oxidaciotol és megakadalyozhatja a tovabbi ROF termelddést [96].

Az exogén ACC jelentésen megemelte a levél NO tartalmat a 250 mM-os NaCl kezelés
24. orajat kovetden is, amellett, hogy kissé visszafogta a sdindukalta ET produkciot, és a

ONOQO" tartalmat is csokkentette. Az eredményeink a szakirodalmi példakkal megerdsitve jol
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szemléltetik az ET szabalyozd szerepét az emlitett ROF és RNF tipusokra és antioxidans
enzimek aktivitasara szubletalis és letalis sostressz korai oraiban, tovabba ramutatnak az ET
hatas vizsgalatakor az id6beni felbontas fontossadgara, valamint az ET eltérd szerepére a levél
¢s a gyokér ROF és RNF akkumulacios mintazatanak a kialakulasaban a sostressz korai 6rdiban.

Osszehasonlitva a tolerdlhatd és sejthalalt indukald sostressz hatasat a levelekben
megallapithatjuk, hogy a letalis sokoncentracid hatasara joval tobb O." akkumulalodik a
szovetekben, mint szubletalis sdstressz esetén, amit csokkent az exogén ACC eldkezelés és az
Nr mutaci6. Ehhez hasonléoan a H>O- is nagyobb mértékii felhalmozodast mutat a 250 mM
NaCl-dal kezelt novényekben, amit a 6 6ras mintavételnél mindkét kezelés, 24 ora utan az Nr
mutacid tovabb fokoz. Ennek alapjan a szovetek komoly oxidativ stressznek vannak kitéve.
Ro6vid tavon sem a NO sem a ONOO™ szintek nem emelkednek dramaian a kezelések hatasara.
Szubletalis sostressznél az ACC kezelt VT-ben és az Nr mutansokban megemelked6 NO inkabb
a sotoleranciat fokozza, mig kisebb nitrozativ stressz kialakulhat a megemelkedett ONOO"
akkumulacio hatasara a letalis sokezelés 24. orajaban, amit az exogén ACC mérsékel.

Anagy O;" tartalmak kialakulasahoz a képzodést el6segit6 folyamatok, igy a PM-kotott
NADPH oxidaz aktivitasanak emelkedése és a fotoszintetikus elektrontranszport is
hozzajarulhatnak a levelekben. Ezzel szemben a SOD aktivitas gyors emelkedése a gyokérrel
ellentétben mind a szubletalis, mind a letalis sostressznél csokkenti a O2™ koncentraciot. Letalis
sostressz soran, a HoO2 ET statusz-fliggd akkumulacidjat a KAT és a POD, valamint az APX
specifikus aktivitasanak novekedése nem ellensulyozta a 6. 6raban. Ugyanakkor ezen enzimek
aktivitasdnak finomhangolasa, kiilonosen az APX esetében — melynek a korai aktivacidja
elmaradt az ACC kezelt/Nr névényekben — fligg a levelek ET allapotatol.

6.3.3. Az ET statusz befolyasolja a fotoszintetikus aktivitast és a cukorhaztartast
paradicsomndévényekben sostressz alatt

6.3.3.1. Az ET statusz hatasa a sztomakonduktanciara és a netto CO; asszimilaciora szubletalis
és letalis sostressz alatt

A sostressz csokkenti a sztodmakonduktanciat és a fotoszintézist, egyrészt az ozmotikus
komponens vizhaztartasra gyakorolt kezdeti hatasan keresztiil [162], masrészt a Na* és CI
ionok megzavarjak nemcsak a sejt, hanem a kloroplasztisz ionhomeosztazisat is, mely szintén
negativan érinti a fotoszintetikus aktivitast [163, 166]. Mindez végsé soron a
biomasszatermelés csokkenéséhez vezet [154]. Sostressz soran a gyokérbdl a hajtasba torténd
szignalizacidban kiemelt szerepe van az ACC-nek (igy az ET-nek). Az ACC és néhany
konjugalt forméja gyorsan transzportalhaté — akar percek alatt — a ndvények szoveteiben, a

xilémen és a floémen keresztiil is [118]. A korai, gyokérbol kiinduldo hormonalis szignalok
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kozil a citokininek és az ABA pozitivan, az ACC negativan érintette a levélndvekedést, a kis
xilém citokinin koncentracié vagy a nagy ACC tartalom szeneszcenciat indukalt [283].

A tapoldathoz adott 100 mM-os NaCl rovid idén belill csokkentette a
sztdmakonduktanciat a VT paradicsomlevelekben, mely a 250 mM-os kezelés esetében joval
erdsebbnek bizonyult. Ennek ellenére, a VT levelek fotoszintetikus CO asszimilaciojaban a
kés6bbi idopontokban volt megfigyelhetd jelentds gatlas, mely sokkal drasztikusabbnak
bizonyult a letalis koncentracié esetében. Bar a RuBisCO nem tul s6érzékeny, a Na* mas CBC
enzimek aktivitasat csokkentheti, igy a sostressz kozvetleniil is gatolhatja a fotoszintézist [163].
A NaCl kezelés paradicsomnovényekben egy hét utan is szignifikdnsan csokkentette a
maximalis CO> asszimilaciot, a karboxilacios hatékonysagot és novelte a CO2 kompenzacios
pontot [205]. A szupraoptimalis sokoncentracio korai — néhany 6ratol 1-2 napig tartd — hatasaira
adott novényi valaszreakcio rendkiviil fontos, mivel a szénasszimilacié komplett megsziinése
is bekovetkezhet ordkon beliill, a soOtolerancia fenntartisahoz pedig sziikség van a
fotoszintetikus asszimilatumok nyujtotta energiara [284].

Az ET kozvetlentiil szabalyozza a fotoszintézist fiatal/nem-szeneszcens levelekben ¢€s
indirekt modon id6sebb levelekben, elsdsorban a szeneszcencia befolyasolasaval [46]. Ennek
ellenére az ET és a fotoszintézis kapcsolatat sostressz soran viszonylag kevés esetben
vizsgaltak. Az exogén ACC kezelés mérsékelte a sokezelések okozta ozmotikus sokk hatésat,
ami nemcsak a magasabb vizpotencidl értékekben, hanem a megndvekedett
sztdmakonduktanciaban is megnyilvanult az e¢lsé 6rai mintavételnél, mely a 100 mM-o0s NaCl
koncentracio esetében a megfeleld sokezelésben részesitett VT levelekhez képest csokkent, mig
a 250 mM-os NaCl esetében a fokozott ET emisszioval parosult. A Nr mutansokban
stresszmentes allapotban is kisebb sztomakonduktanciat figyeltiink meg. Igy a gyokérzona
sokezelése hatasara a gsw 100 mM NaCl esetében csak 24 6ra mualva, mig a 250 mM NaCl-nal
mar az 1. 6rds mintavételnél is szignifikdnsan csokkent a megfeleld sokezelt VT-hez képest a
Nr mutansok leveleiben. Az ET-inszenzitiv etrl-1 mutans Arabidopsis levelek sztomai is
csokkent vezetOképességgel rendelkeztek [46], tehat a normal sztomamiikodéshez sziikséges a
funkcionalis Nr receptor a paradicsomban is. A folyamatos ET expozicidoban novekvd ludfii
ndvények, vagy a ctrl-1 konstitutiv ET valasz mutansok, tobb sztdémaval rendelkeztek.

A netté CO2 fixacid kovette a gsw valtozasait a kiilonbozd ET statusszal rendelkezd
ndvényekben sostressz alatt. Mig a szubletalis sokoncentracio kisebb mértékii, addig a letalis
sOstressz korabban jelentkezd és drasztikus csokkenést eredményezett a VT ndvények An
értékeiben. A Nr levelek alapbdl kisebb CO2 asszimilacios értékekkel rendelkeztek, melyet a
100 mM NaCl okozta stressz jelentds mértékében csokkentett a 24. 6rara. Ebben az id6pontban,
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a megfeleld sokoncentracid jelenlétében, az ACC kezelt novények An értékét vizsgalva arra
kovetkeztethetlink, hogy a funkcionalis Nr receptor hidnya nagyobb befolydssal van a
folyamatra, mint a megemelkedett ET produkcié. A ladfii ET-inszenzitiv mutansban (etrl-1)
alacsonyabb RuBisCO aktivitast, illetve néhany fotoszintézis-asszocialt gén, mint példaul a
CAB (Kklorofill a/b k6t6 protein) és a RuBisCO kis alegység, csokkent mértékii expresszidjat
figyelték meg, ami arra utal, hogy az ET jelatvitel a fiziologiai hatasokon tilmenden
elengedhetetleniil sziikséges a kloroplasztisz strukturajanak kialakulasahoz is [46].

Mindezen tal, a sostressz altal indukalt ET-termelés megemelkedése egyiitt jar a VT
levélben a sztomazaras indukcidjaval, mely eltolodik, amennyiben a gydkeret ACC eldkezelés
utan éri a stresszhatas. Yang és munkatarsai [285] a buzanovényeket viragzasuk (anthesis) utan
4 napig Ethephonnal permetezték. A kezelés végét kovetd 10. naptol a zaszlos levelek CO2
asszimilacidja és sztomakonduktancidja megndtt. Tovabba, hosszatavu, erds szarazsagstressz
soran, az emlitett kezelés hozzdjarult a zaszlos levelek CO2 asszimilacidjanak ¢€s
sztomakonduktanciajanak jobb meg6rzéséhez, melyet magasabb ET produkcio kisért. Erdekes
moédon, 24 ora elteltével, a 100 mM-os NaCl kezelés esetében intakt ET jelatvitel, igy
funkcionalis Nr receptor sziikséges a sztomak normalis nyitottsagi szintjének megdrzéséhez.
Az ET képes gatolni a sotétség és az ABA indukalt sztomazarast is [67, 68]. Mindez tovabb
erositi az ET-nek, a stressz mértékének megfeleld sztomanyitottsagot biztositdé modulatorként
betoltott funkciojat a paradicsomlevelekben. Hasonlo megfigyeléseket tettek tiveghazi
koriilmények kozott nevelt rizs hosszutava sokezelése soran. Az ET receptor gatlo 1-MCP
fotoszintézis serkent0 hatdsa fliggott a fajta soérzékenységétdl is. Példaul a toleransabb fajtaban
az 1-MCP magasabb sdkoncentracion serkentette a fotoszintézist, mig az érzékeny fajtdban
kisebb sokoncentracion is [286]. A sostressz csokkentette a mungdbab (Vigna radiata L.) nettd
fotoszintézisét az ET produkcioé fokozasan keresztiil [287].

A CO; asszimilaci6 mértéke és a Ci/Cq arany a szubletalis sokezelést koveten jol
kovette a sztomakonduktancia valtozasait, mely azt mutatja, hogy az ET, a 100 mM-os NaCl
jelenléte okozta stresszallapot kifejlédése soran, 24 6ran beliil elsésorban a CO2 elérhetdségén
keresztiil befolyasolta a CO2 fixaciot. Ugyanakkor letalis sOstressz sordn, a 6. oratdl a
sztomatikus faktorokon kiviil egyéb folyamatok CO2 asszimilaciot gatlo hatésa is felmeriilhet,
amire a Ci/C, arany novekedése utal. Ez a Nr mutansokban kisebb mértékben kovetkezett be.

A VT levelek megemelkedett Ci/C; aranya a 250 mM NaCl kezelést kdvetd 6. éraban a
sejtek CO: kibocsajtasanak megndvekedését mutatja a fogyasztas rovasara, mely itt még egy
minimalis mértékii CO- fixacios aktivitassal tarsul. Ez a valtozas a 24. érara még drasztikusabba

valt, hiszen a novény COz2 kibocsajtasa tulnétte a CO2 fogyasztas mértékét, melyet a negativ An
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értékek is mutatnak. Hasonlo megfigyelést tettek buza levelek parakvat kezelése soran, ahol a
Ci novekedése az An és a RuBisCO tartalom csokkenésével tarsult. A parakvat a PSI akceptor
oldalan elnyelt elektronokat az O»-re iranyitja és igy O2"-ot general [288] Ahogy mar emlitésre
kertilt, a 250 mM-o0s NaCl a VT paradicsomlevelekben novelte az ET emissziot és erés Oz
akkumulaciot indukalt, melyet a Nr mutacio, valamint az exogén ACC a 6. 6rdban a Oz
elbontasanak serkentésével, mig a 24. oraban feltehetdleg a O™ produkcié gatlasaval vagy
SOD-fuggetlen kioltasaval csokkent. A fotoszintetizalo sejtek CO2-o0t fogyasztanak, azonban a
mitokondrialis 1égzés és a fotorespiracio soran CO. szabadul fel a sejtekben [289]. A
mitokondridlis 1égzés fenntartasa alapvetd, hogy kielégitse a sejtek ATP és egyéb metabolit
sziikségletét a sostressz-valaszok kialakitasaban [290]. Rizsfajtak hosszutavi sotiirésének
Osszehasonlitdsakor megfigyelték, hogy a sostressz koncentraciéfliggd moédon megndvelte a
levelek sotétlégzése soran kibocsatott CO, mértékét, mely az érzékenyebb genotipusokban
meghaladta a kontroll allapotban fixalt CO2 mennyiség felét erés sostressz soran [291].
Arabidopsis kalluszkulturak kétnapos kezelése 100 mM NaCl-dal novelte a 1égzés mértékét,
mely ein2-1 és az etrl-3 mutansokban nem kovetkezett be. Ugyanakkor magasabb
sokoncentraciok jelentésen csokkentették a 1égzés altal fogyasztott O2 mennyiségét [292]. A
fotorespiracid jelensége, mely a RuBisCO oxigendz aktivitdsanak az eredménye, a mar
megkotott CO2-t szabaditja Gjra fel. Ennek ellenére, a fotorespiracio szintén fontos szabalyozoja
a fotoszintézisnek, mivel elektronnyeld folyamat, mely megakadalyozza az
elektrontranszportlanc talredukalédéasat és igy a fotoinhibiciot. Kiilonosen fontos ez a
stresszfolyamatokban, melyek limitaljak a fotoszintetikus CO; asszimilaciot [57]. Festuca
pratensis levelek szeneszcenciaja soran a tobbszordsére nétt a fotorespiracié mértéke [293].
Gyapot ndvények 3 napos sokezelését kovetden szintén megemelkedett fotorespiraciot
figyeltek meg, mely O™ akkumulacioval és a nettd fotoszintézis csokkenésével tarsult [294].
Ezzel szemben, quinoa (Chenopodium quinoa Willd.) névények sos ontozévizzel torténd
kezelése soran két hét elteltével csokkent a fotorespiracid [295]. Bar ET kezelés hatasara
foszforilalodott néhany, a fotorespirdcidban is résztvevd enzim borsé mitokondriumokban, e
modositas szerepét a folyamatban még nem tisztaztak [296]. A VT paradicsomlevelek fokozott
CO: kibocsajtasa és csokkent COz asszimilacidja mellé a keményitStartalom jelentds
csokkenése is tarsul a letalis sokezelés 6. és 24. orajat kovetden. Az ACC kezelés, illetve a Nr
mutacio mindezeket mérsékelte.

Mint a 6.3.2. fejezetben lattuk, a kiilonbozd ET statuszu levelekben a kiilonboz6 reaktiv
oxigénformak eltérd koncentracioban akkumulalodnak sostressz alatt, amihez a fotoszintézis is

hozzajarulhat. Masrészt ezek a molekulak kozvetleniil szabalyozhatjak a fotoszintézist. Bar a
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H20, mar 10 uM-os koncentracidban is gatolhatja a — CBC tiol-modulalt enzimjeinek
oxidalasan keresztiill — a CO fixaciot [297], a 250 mM-os sokezelés 6. oOrajaban nem
tapasztaltunk emelkedést a levél H2O2 koncentraciojaban a VT levelekben, azonban az ACC
kezelt és a Nr levelekben igen. Brassica juncea 24 o6ras idGtartami soOkezelése soran
alacsonyabb ¢és a magasabb sokoncentraciok is novelték a O™ mennyiségét, azonban a PSII
aktivitasanak szignifikans csokkenését csupan az utobbi esetben figyelték meg [274]. A VT
levelekben erés SICU/ZnSOD génexpresszio indukcidt is tapasztaltunk, mely kdzvetve jelezheti
e kloroplasztisz-lokalizalt enzim sziikségességét. Bar a kiilonb6z6 sejtkompartmentumokban
képz6d6 H202 pontos mennyiségének mérése nehezen megvaldsithatd [298], a megfigyeléseink
alapjan nem zarhatjuk ki a letdlis sokezelés indukalta O2", vagy H20: szerepét az An
csokkenésében a 6. 6raban, melyben Iényeges szerep jut az ET-nek. Fontos megjegyezni, hogy
a fotoszintetizald, Cs-as sejtekben a fotorespirdcid peroxiszoma lokalizalt, glikolat oxidaz
reakcidja az egyik leginkabb szignifikans H2O» termel6 folyamat [297].

A tapasztaltakat 6sszevetve elmondhatd, hogy a letalis sostressz okozta fotoszintézis
gatlas kialakulasdhoz az elsé 24 oraban a levél ET emisszid6 novekedése is hozzijarul, a
funkcionalis Nr receptor megléte pedig javitja a nettdé CO2 asszimilaciét szubletalis
sostressznél. Elsoként foldimogyoro levelekben figyelték meg, hogy az exogén ET géaz gatolja
a fotoszintézist [59]. Sajat megfigyeléseinkkel ellentétben, salata csirandvények 13 napig tarto,
gyokéren keresztiil torténd, 10 pM-os ACC kezelése szignifikansan csokkentette a
fotoszintetikus CO; asszimilaciot és a sztomakonduktanciat stresszmentes koriilmények kozott
[239]. Ez azt mutatja, hogy az ACC rovid tavon mas hatast gyakorol a fotoszintézisre, illetve,
hogy ez a hatés kiilonb6z6 képpen jelentkezhet a fotoperiodus eltérd idészakaiban. Ezt a
kovetkeztetést tdmasztja ald az is, hogy az ET felszabadulads kapcsolodhat a fotoszintetikus
aktivitas valtozasahoz [122]. Fontos megjegyezni, hogy az ET részt vesz a stressz mértékének
megfeleld valaszok kialakitdsdban, a hormon mennyisége vagy éppen a jelatvitelének
hianyossaga ellentétes hatast valthatnak ki szubletdlis és letalis stressz sordn a COq
asszimildcidban. ET-inszenzitiv (etrl-1) ludfii fiatal leveleiben csokkent, mig az iddsebb
levelekben megemelkedett RuBisCO aktivitas tapasztaltak a VT novényhez viszonyitva [46]
ami azt mutatja, hogy az ET eltérd fiziologiai kornyezetben ellentétesen hathat a CO: fixaciora.

6.3.3.2. Az ET statusz hatasa a klorofill a fluoreszcencia indukcios paraméterekre és a PSI
aktivitasra szubletalis és letdlis sostressz alatt

Az Fv/Fm, Fo és a Y(NO) klorofill fluoreszcencia paraméterekben nem tapasztaltunk

jelentds valtozast a kisérlet soran, mely arra enged kovetkeztetni, hogy a kezelések nem
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novelték a fotoinhibiciot 24 o6ran belill [298, 299]. Paradicsomndévények 7 és 15 napos
sokezelése soran sem figyeltek meg csokkenést az Fv/Fm paraméterben, melyet nem befolyasolt
az inokulacié egy ACCD enzimmel rendelkezd baktériumtorzzsel [300].

A 100 mM-os NaCl kezelés nem befolyasolta a PSII ¢s a PSI aktivitasat az Ailsa Craig
fajta VT leveleiben a kisérlet idotartama alatt, mely az ACC kezelt novényekben is hasonléan
alakult. Az Ailsa Craig fajtdhoz hasonloan egy hetes, 100 mM-os NaCl kezelés sem
befolyasolta PSII maximalis és effektiv kvantumhatasfokat Fio Fuego fajtaja VT
paradicsomlevelekben [205]. Az etrl-1, ET-inszenzitiv Arabidopsis mutansok alacsonyabb
PSII aktivitassal rendelkeztek [46], mely a paradicsom Nr mutansok esetében csupan az 1 oras
mintavételi ponton volt megfigyelhetd. Ugyanakkor 100 mM NaCl hozzaadasara a Nr
mutansok Y(II) értéke azonnali csokkenéssel valaszolt, mely nem regeneralodott a késébbi
idépontokban sem. A jelenség hattérben a mutansokban megtigyelhetd erdteljesebb NPQ all,
melyet a 100 mM-os NaCl kezelés tovabb fokoz a 6. 6ratol. ET thltermeld, etol-1 és konstitutiv
ET valasz, ctrl-3 Arabidopsis mutansokban defektust mutattak ki az NPQ kialakulasaban,
mivel a mutaciok represszaltdk az NPQ legnagyobb hdnyadat ado, energia-fliggd kioltashoz
kapcsolodo xantofill ciklus egyik kulcsenzimének, a violaxantin-deepoxidaznak (VDE) az
expresszidjat, valamint a gatoltdk az enzim aktivalédasat — a transztilakoidalis ApH
csOkkentésébol kifolyolag — magasabb fényintenzitasokon. A VDE expresszidjanak
mesterséges megemelése a mutansokban mérsékelte a fénystressz altal fokozott fotoinhibicidt
¢és a O2" akkumulaciot [301]. Letalis sostressz soran, a Nr mutansok a VT leveleknél nagyobb
mértékt Y(NPQ) novekedéssel valaszoltak, mely kisebb Y (II) értékekhez vezetett.

A sokezelés indukalta, Y(II) csokkenéssel 6sszhangban, a PSI donor oldali limitacioja
megndtt a mutansokban, ugyanakkor szimultan csokkent a Y(NA) mértéke, mely az erdteljesen
aktivalodott CEF-PSI-nek kdszonhetd. Bar a letalis sokezelést kovetd 6. és 24. draban ugyanez
a VT levelekben is megfigyelhet6, a valtozasok mértéke viszont kisebb, szubletalis stressz soran
pedig a mutansokban leirt allapot nem alakul ki. Erdekes modon, a 250 mM-os NaCl kezelést
kovetd elsd ordban, a Nr mutansokban nem jelentkeznek a tobbi esetben megfigyelt valtozasok.
Sostressz soran a Nr levelek jelentés mértékben megemelkedett, fényregulalt NPQ értékeiért a
CEF-PSI megemelkedése felelés. Ahogy mar szoba keriilt, a CEF képes eldsegiteni a proton
elektrokémiai potencial gradiens (ApH) létrejottét a tilakoidmembranokban és igy a NPQ
fokozasaval megvédi a két fotokémiai rendszert a fotoinhibiciotél [243]. Ez tovabbi
magyarazattal szolgal a Chen és Gallie [301] altal, magasabb fényintenzitasokon megfigyelt,
csokkent transztilakoidalis ApH értékek kialakulasara intenziv ET jelatvitellel rendelkezd

Arabidposis mutansokban, illetve megfigyeléseiket részben meg is erdsiti az ellentétes ET
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jelatviteli valtozéassal rendelkezd, Nr mutansokban tapasztalt, fokozott NPQ. Tehat az ET képes
szabalyozni a CEF-PSI miikodését a Nr receptoron keresztiil sostressz soran.

Az exogén ACC kezelés soran nem alakult ki a CEF-PSI, ¢és igy az NPQ indukcidja a
250 mM-os NaCl hozzaadasat koveto 6 ora elteltével, mely megakadalyozta a Y(II) csokkenést,
valamint a Y(ND) megemelkedését. A letalis sOkoncentracido altal indukalt CO: fixacid
csokkenése azonban megndvelte a PSI akceptor oldali limitaciojat, ugyanakkor, ez nem okozott
nettd valtozast a PSI aktivitasaban. Ez az allapot hossza tavon fenntartva a PSI karosodasahoz
is vezethet [302], melyet a Y(NO) enyhe megemelkedése is jelez. Mindazonaltal, a szoban
forgo kezelés soran megfigyeltek nem vezettek er6s O2" akkumulacidhoz a levélben. Bar a
letalis sostressz 24. ordjara az ACC kezelt ndvényekben is nétt a Y(CEF)/Y(II) és az NPQ, ez
elébbi alulmaradt a csak 250 mM-o0s NaCl-ot kapott, VT ndvények leveleihez mérten, igy a PSI
aktivitdsaban is nagyobb ardnyll csokkenés kovetkezett be. A CEF-PSI aktivitdsa sostressz
soran alapvetd szerepet jatszhat, mivel nemcsak extra ATP-t termel, hanem csokkenti a ROF
képzbdést is [163]. A magas sokoncentracio 4 napot kovetdéen, a PSII mellett a PSI
fotoinhibiciojat is eredményezte gorogszéna levelekben, mely a PSI esetében az akceptor oldali
valtozasokbol fakadhat. Azonban, alacsonyabb sokoncentracion, illetve rovidebb expozicios
1dét kovetden, a PSI limitacidja a CO2 fixacido gatlasabol fakado, csokkent NADPH
fogyasztasbol adodhat [303]. Az altalunk tapasztaltak felvetik annak a lehetéségét is, hogy mig
a Nr levelekben a letalis sokezelés esetében az RBOH1-fliggd miikddés, addig az ACC kezelt
novényekben a fotoszintetikus elektrontranszport jatszhatott nagyobb szerepet a O™
képzbdésében [302]. Természetesen, egyéb, altalunk nem vizsgalt faktorok is befolyasolhatjak
a 02" termelddését — melynek ismert keletkezési pontjai az irodalmi attekintés soran mar
emlitésre keriiltek — a vizsgélt csoportokban, azonban a megfigyeltek azt sugalljak, hogy az
ACC kezelt és a Nr novények leveleiben a O2™ produkcio kiilonb6zo eredetii lehet. A CitERF13
ET valasz transzkripcidos faktor tranziens overexpresszaltatisa dohdnylevelekben
szignifikansan csokkentette a PSI és a PSII kvantumhatasfokat 2 nappal a CitERF13-at hordozo
Agrobacterium tumefaciens szuszpenzioval torténd infiltralast kovetéen. A PSI leszabalyozasa
mogott ebben az esetben a PSII effektiv kvantumhatéasfokanak NPQ-fliggetlen csokkenése allt
[72]. Tehat a két fotokémiai rendszer mitkodése nagyban befolyasolt a névények ET statusza
altal, tovabba, a Nr receptor ,kiesése” az ET-érzékelésbdl némileg mas hatast gyakorol a PSI
¢és PSII aktivitasara a letalis sOstressz korai idészakaban, mint az exogén ACC kezelés okozta
valtozasok. Hosszu tava nehézfémstressznek kitett mustar novényekben, a levelek Ethephon
kezelése mérsékelte a nikkel (Ni) és Zn okozta fotoszintézis gatlast a sztdbmakonduktancia, a

RuBisCO aktivitas novelésén, valamint az NPQ csokkentésén keresztiil, melyhez —a 250 mM-
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os NaCl alkalmazasa sordn tett megfigyeléseinkhez hasonléan — az ET-termelés enyhe
csokkenése tarsult a levelekben [304]. Ez tovabb erdsiti azt a feltételezést, hogy az ET hatasa a
fotoszintézisre erds sostressz soran fligghet a prekurzorok mennyiségétdl is. Mindezen tul, a
kisérleteink soran nem figyeltiink meg jelentds valtozast a fényadaptalt PSII reakciocentrumok
nyitott allapotu frakcidjaban, mely tovabb erdsiti a megfigyelést, hogy a sostressz e korai
iddszakaban elsdsorban a CO> fixacio €s igy a PSI rendelkezik nagyobb érintettséggel, melyet
jelentés mértékben befolyasol a Nr receptor és a gyokérzona exogén ACC eldkezelése,
kiilonodsen a letalis sokoncentracid esetében. Ezen tilmenden, mig a csokkent CO> asszimilacio
¢s a PSI-CEF ebbdl fakado tulérzékenysége hossza tavon hatranyt jelenthet szubletélis sostressz
soran a Nr novényeknek, addig letalis sostressz sordn a levelek fotoszintetikus aktivitasanak
megodrzése rovidtavon akar jobb tulélési esélyeket jelenthet. Az SIETR5 homolog, CCEIN4
(Coffea canephora EIN4) antiszensz konstrukciot expresszalo, tehat az ET jelatvitelben gatolt
paradicsom csirandvények magas sOkoncentracion jobb novekedési paraméterekkel
rendelkeztek, valamint sikeresebben drizték meg a hajtas K*/Na* aranyat [305].

6.3.3.3. Az ET statusz hatasa az oldhato cukor- és a keményito tartalomra szubletalis és letalis
sostressz alatt

A fotoszintézis ET statusz altali meghatarozottsagabol kovetkezik, hogy az ET jelatvitel a
fotoszintézis kozvetlen termékeinek, az oldhatd szénhidratoknak és a keményitdnek az
akkumuléciojat is befolydsolja. A magas sokoncentracioji talajokban a novényi szdvetek,
elsésorban a gyokér intercellularis tereiben talalhato sdoldatok ozmotikus potencialja kibillenti
az apoplaszt és szimplaszt kozti vizpotencial egyenstlyat, mely turgornyomas csokkenést €s
veégiil novekedésgatlast eredményez. Ebben a helyzetben a sejtek ozmotikus adaptaciora vald
képessége hatarozza meg a talélésiiket [150]. Az ozmotikus adaptacid megtorténhet szervetlen
ionok felvételével, ami koziil a Na* fiziologias koncentracid folotti akkumulacioja karositja a
fehérjék térszerkezetét, vagy kompatibilis ozmolitok akkumuldldsdval, melyek lehetnek
egyszerli cukrok (pl. a gliikkoz, frukt6z), diszacharidok (pl. a szachar6z) vagy cukoralkoholok
(pl. szorbitol). Feladatuk, hogy helyreallitsak a sejt ozmotikus potencidljat a metabolikus
folyamatok gatlasa nélkiil. Tovabba ozmoprotektansként védik a fehérjéket, a
makromolekularis aggregdtumokat, a membranokat, illetve antioxindansokként is
funkcionalnak [152]. A CBC-ban keletkez6 gliikozfoszfat atmenetileg a kloroplasztiszban
raktarozodik keményitd formdjaban, ami a sotétperiddusban hidrolizis utdn biztositja a
szénforrast a metabolizmus szamara.

A VT gyokerek oldhatd cukor tartalmaban megfigyelhetéek napszakos eltérések, melyet
megvaltoztat a Nr mutécio és az exogén ACC kezelés. A 100 mM ill. 250 mM-0s NaCl
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hozz4adasat kovetd 1. ora elteltével a VT gydkerekben az oldhat6 cukrok mennyiség csokkent
a kezeletlen kontrollhoz képest, ezzel szemben intenziv keményité felhalmozodas volt
megfigyelheté az oldhatd cukrok mennyiségének rovasara. A 100 mM-0s NaCl-dal kezelt Nr
¢és az ACC gyokerekben ebben az idépontban az oldhaté cukrok akkumulacioja nagyobb a VT-
nél, keményitd felhalmozddas ugyanakkor nem valtozott. A VT és az ACC kezelt gydkerekben
viszont szignifikans mértékben megndtt az oldhatd cukrok mennyisége a 6. 6raban. A 100 mM-
0s NaCl-dal szemben a letalis sokoncentracid kisebb befolyassal birt e gyokerek oldhatd
cukortartalmara. Altalinossagban az is megallapithato, hogy a kezeletlen Nr kontrollal
Osszehasonlitva a soOkezelések enyhébb hatast gyakoroltak Nr gyodkerek oldhaté cukor
akkumuléciojara, mint a tobbi mintanal. A gyokerek keményitd tartalmaban kés6bb csupan
aprobb valtozasok voltak tapasztalhatok.

Az ET sokféle szinten szabdlyozhatja a szovetek oldhaté szénhidrat tartalmat.
Kozvetleniil hathat a glikoéz transzportjara a novényekben [306]. Az ET kezelés képes
szabalyozni a szénhidratok transzport formaja, a szachar6z szintéziséért €s transzportjaért
felelds gének expressziojat. Erdekes modon az ET felgyorsithatja a cirkadian oszcillatort, hogy
leréviditse a cirkadian periddust, mely felborithatd exogén szacharoz kezeléssel is [46].

A levelek oldhato cukor és keményit6 akkumulacidja némileg eltéréen alakult. A
szubletalis sokoncentracio, 24 6rat kdvetden intenziv oldhatoé cukor felhalmozdodast okozott a
levelekben, mely ellentétesen alakult a gyokérben. A Nr mutacié mindkét esetben — az ACC
kezelés csak a gyokérben — mérsékelte a hatast. A letalis sokoncentracio nem emelte a levelek
oldhato cukor tartalmat a 24. orara, mely esetben a Nr mutaci6 €s az exogén ACC kezelés
kifejezetten serkentd hatastinak bizonyult.—-Az endogén ET megléte sziikséges a szachardz,
raffindz és sztachioz felhasznalasahoz Medicago sativa L. szomatikus embriokban [307], ami
Osszhangban van azzal, hogy az Nr muténsok sostressz alatt akkumuléljak az oldhaté cukrokat
mind a hajtasban, mind a gyokérben. Paradicsomndvények 100 mM NaCl kezelése ugyanakkor
egy hét utan csokkentette a szachar6z koncentraciot a gyokérben és a levélben, a gliikkoz és
fruktoz tartalmat pedig csak a gyokérben, mig a hajtasban megnétt a fruktdztartalom [205].

A Nr mutans levelek a csokkent CO: fixacid ellenére sokkal magasabb keményitd
tartalommal rendelkeztek, mint a VT tarsaik, mely arra enged kovetkeztetni, hogy az ET
jelatvitel szerepet jatszik a keményitd bioszintézis, lebontas és a fotoszintézis kozti egyensuly
kialakulasaban. Ugyanakkor, rizs ETR2 RNSi (RNS interferencia) mutansok internodulusaiban
csokkent keményitd akkumulaciot figyeltek meg az a-amildz gén expresszidjanak fokozodasa

miatt [308], mig a magas ET emisszio gatolta a keményité akkumulaciot rizsben [286].
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Steady state allapotban a fotoszintézis sebessége csdkkenhet a citoszolikus anorganikus
foszfat (Pi) és a kloroplasztikus trioz-foszfatok cseréjének lassuldsa soran. E koriilmények
kozott a fotoszintetikus termékek tulzottan akkumulalédnak a kloroplasztiszban €s a nem
megfeleld Pj elérhetdség a belsd keményitd raktarozast favorizalja a fotoszintézis sebességének
rovasara. Hasonlo jelenség torténik a trioz-foszfatok citoszolikus felhalmozodasa sordn is. A
sostressz lecsokkenti a redukalt szénvaz-elvono erét a novényekben, ami a felhasznalo szovetek
novekedésének gatlasat eredményezi, mely keményitd felhalmozodashoz vezet a szovetekben
[309]. A sostressz els6é 24 orajaban ez nem jelent szignifikans szaraz tomeg csokkenést sajat
kisérletiinkben a paradicsomndvényekben. A CO2 asszimilacid sokezelések okozta csokkenése
a levél keményitdtartalmat is csokkenti, mely a Nr levelekben nem, vagy csak kisebb mértékben
kovetkezett be, tovabba, a 24. 6rara mindkét sdOkoncentracid esetében nott. A letalis sostressz
okozta valtozasok a levelek keményité akkumulaci6jaban merdben eltérdek a csak sdkezelést
kapott VT, illetve az ACC kezelt, vagy Nr mutans ndvényekben. Mig az utobbi kettd esetében
intenziv keményitd raktarozas figyelhetd meg a 24. 6raban, addig a VT levelekben e raktarak
kimeriilése lathato, mely j6 6sszhangban van az CO; asszimilacio valtozasaival. Amennyiben
elégtelen mennyiségli keményitd szintetizalodik a fényperiddus soran, a ndvényben szénéhezés
lIéphet fel [309]. Szubletalis sOstressz soran azonban, a keményité akkumulacio csokkenése
leginkabb az oldhaté cukrok mennyiségének novekedésével tarsul, mely potolja a CO2
asszimilacid csOkkenésébodl fakadd energiahianyt, valamint ndveli az ozmoprotektansok
mennyiségét [309]. A fotoszintézist limitald kornyezetben a keményité remobilizalasa alapvetd
folyamat a szovetek redukalt szénvazzal torténd ellatasanak fenntartdsahoz [310]. Azzal
kapcsolatbon, hogy a NaCl keményité akkumulaciot és ezzel tarsuld oldhatd cukor tartalom
kimeriilést okoz-e, vagy ennek a forditottja igaz, ellentétes eredmények lelhetéek fel a
szakirodalomban. P¢éldaul s6adaptalt eukaliptusz hajtdsban, keményité és az oldhatd cukrok
felhalmozodasat is megfigyelték [311], ugyanugy ahogy a Nr levelekben a sdkezeléseket
kovetd 24. oraban. Bar a Nr mutansok oldhat6 cukor tartalma a letdlis sostressz 24. orajara
jelentdsen megndtt, a vizpotencial értékeiket nem voltak képesek megtartani, mely egyéb,
kompatibilis ozmolitok sziikségességét jelzi. Hasonld megfigyelést tettek Arabidopsis ein2-5
¢és ein3-1 ET inszenzitiv mutansokban vizhiany soran, ahol az oldhaté cukrok mennyisége nott
a kezeletlen ndvényhez képest, de egyes ozmotikusan aktiv szénhidratok — mint a gliik6z a
fruktoz és a szachar6z — akkumulacidja viszont szignifikdnsan alacsonyabb volt. Ebben az
esetben azonban a VT levelek oldhat6 cukor felhalmozasa joval nagyobb mértékiinek bizonyult
a mutansokénal [99]. Tovabba, mig az ACC kezelt novények leveleiben, sostressz soran nem

tapasztaltunk jelentds emelkedést az oldhatd cukor akkumuldcidban a tobbi kezeléshez
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viszonyitva, addig e ndvények joval hatékonyabban 6rizték meg vizpotencidljukat, igy kisebb
mértékill ozmotikus stresszben részesiiltek, mint a Nr, vagy a csak sokezelést kapott VT levelek.
A megeldzo fejezetekben targyaltuk, hogy az exogén ACC képes befolyasolni a levelek gliikoz,
fruktdz, szachardz €s szorbitol tartalmat is. Azonban feltételezhetd, hogy az ACC-indukalt
ozmotikus adaptacidban mas, az oldhato cukrokon kiviili komponensek is szerepet jatszanak.
Arabidopsis ein2-5 és ein3-1 mutansokban a VT levelekhez viszonyitva csdkkent a szachar6z
tartalom sdstressz soran, azonban a ctrl-1 mutansokban ez megndtt, ami azt mutatja, hogy az
eltérhet [196]. Az exogén ACC késébb kisebb mértékben befolyasolta a VT levelek
keményitdtartalmaban megtigyelhetd, sokezelés indukalta valtozasokat.

A citoplazma vizpotencidljadnak csokkenése a viz kiaramlasa miatt ,,zsugorithatja” a
sejten beliili teret, mely inaktivalhatja a fotoszintézist. Ez 0Osszefiiggésben lehet mas
enzimatikus valtozassal is. A fruktdz-1,6-biszfoszfat (FBP) példaul akkumulalédhat a
kloroplasztisz sztromaban alacsony vizpotencial esetében a csokkent FBPaz aktivitas miatt, igy

a fruktoz-6-foszfat mennyisége lecsokken, mely limitalja a fotoszintézist [284].

7. Osszefoglalas

A paradicsomnovények etilén (ET) érzékenységét és ET statusztol figgd sostressz-valaszait
kétfele megkozelitésben vizsgaltuk. Tanulmanyoztuk egyrészt a gyokérkozegben,
hidroponikus kultaraban alkalmazott exogén 1-aminociklopropan-1-karbonsav (ACC)
koncentracio sorozat hatasat paradicsomnovények legfontosabb fizioldgiai folyamataira,
amellyel valaszt szerettiink volna kapni arra a kérdésre, hogy milyen hatast gyakorol a
gyokérkozegben, kiilsé tényezok hatasara megemelkedett ACC koncentracid6 azokra a
mechanizmusokra, amelyek szerepet jatszhatnak az indukalt szerzett rezisztencidhoz hasonléan
egy ezt kovetd abiotikus stressz akklimatizacid folyamatanak gyorsitasaban.

Masodik kisérlet sorozatunkban vizsgaltuk a szubletdlis (100 mM) ¢és a letalis (250 mM
NaCl) sostressz hatasat kiillonboz6é ET statuszl paradicsomndvények [vad tipus (VT), 10 uM
ACC-vel elékezelt VT ¢és ET receptor mutans, Never ripe genotipus] sostressz
akklimatizacioban szerepet jatszo fiziologiai valaszaiban. gy tanulmanyoztuk a vizhaztartas, a
fotoszintézis, valamint az oxidativ és nitrozativ stresszben szerepld kiilonb6zd reaktiv oxigén-
(ROF) és nitrogénformak (RNF) keletkezését, a ROF kioltasaban szerepet jatszd enzimek
aktivitasat, valamint a kodold gének expresszidjat a kiilonbozd ET statuszu ndvényekben a
sostressz akklimatizacid soran, amellyel valaszt szerettiink volna kapni arra, hogy mi az ET

szerepe a sostressz-valasz korai iddszakaban.
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Fontosabb megfigyeléseinket az 5. melléklet foglalja 6ssze grafikus forméban.

Eredményeink alapjan a kdvetkezd megallapitasokat fogalmaztuk meg:

1. A gyokérkezelésként adott ACC tobblet egy koncentracios kiiszobértéket meghaladva
indukal szignifikans ET emissziot, ami a gyokerekben nagyobb mértékii, azonban ennek
elérése nélkiil is fiziologiai valaszokat valt ki.

2. A gyokérzonaban bekovetkezo, nagyon enyhe ACC koncentracié emelkedés (0,01-1
uM) noveli a szaraz biomassza gyarapodast a paradicsomnoévények hajtasaban, nitrozativ
stresszt gatldo kornyezetet alakit ki a ROF és RNF molekulik akkumulalodasi
mintazataban, a gyokércsucsokban és a levélben egyarant. Ugyanakkor a magas (100 uM)
ACC koncentracid szaraztomeg csokkenést, valamint a ROF és RNF felhalmozodasat
eredményez. Az exogén ACC kezelés tehat novényi szerv és koncentracido-fliggd modon
fokozta a H,O, felhalmozodast, valamint befolyasolta a NO és a ONOO™ akkumulacios
mintazatat. Ugyanakkor a nagy koncentracioji ACC kezelés sem okozta a ndvények
pusztuldsat és az enyhe oxidativ stressz kedvezd lehet az antioxidans folyamatok aktivalasanak
eldosegitésében.

3. Az exogén ACC jelenléte a gyokérzonaban Kkoncentracio és expozicios ido
fiiggvényében serkentheti vagy gatolhatja a fotoszintézist és befolyasolja a két fotokémiai
rendszer miikodését nem oreged6 paradicsomlevelekben. Az alacsony 0,01 és 1,0 uM-0s
ACC koncentraciok a kezelés utani elsé két napon serkentdleg hatnak a nettd CO> fixaciora, a
0,01 pM-o0s ACC szignifikansan emeli a PSI kvantumhatékonysagat és megvaltoztatja a
nem fotokémiai Kioltasi profiljat, mig a PSII-re gyakorolt hatasa csekély. A 100 uM-0s ACC
kezelés kifejezetten gatolja a nettd CO2 asszimilaciot és a PSII effektiv kvantumhatékonysagat,
ezzel szemben a PSI kvantumhatasfoka kisebb érzékenységet mutat. Az ACC kezelések —
eltéré ido és intenzitasbéli lefolyassal — indukaltak a fényvédelmi folyamatokat,
elsésorban a PSI ciklikus elektronaramlas (CEF-PSI) kapcsolt nem fotokémiai Kioltas
(NPQ) fokozasan keresztiil.

4. A K'/Na' aranyokban a 100 pM ACC Kkezelés hatasara kialakul6 csokkenés enyhe
sostressznek tekinthet6, ami priming hatas is lehet egy azt koveté ozmotikus-/sostressz
akklimatizacié soran, ennél fogva az ACC altal kivaltott eustresszként definialhato. A
0,01-1,0 uM ACC noveli az oldhatéo cukor és szorbitol tartalmakat, ami szintén
hozzajarulhat egy ozmotikus komponenst is tartalmazé abiotikus stressztolerancia

Kkialakitasahoz.
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5. Az ET receptor mutaciéja a Nr paradicsomnovényekben fokozott érzékenységet
eredményez a szupraoptimalis sokoncentraciokkal szemben, a gyokércsucsok mar
szubletalis stressz esetén is mutatjak a sejthalal jellegzetes fiziologiai tiineteit. Ennek oka
a gyokércsucsokban a szubletalis (100 mM) és letalis (250 mM) NaCl kezelés altal kivaltott
ROF ¢és RNF akkumulacio. A VT gyokércsucsokban a O2" a letalis sokoncentracid hatésara
akkumulalodott, mig a H,O, megnovekedett akkumulacidja a tolerdlhatd sostressz esetén
alakult ki. Az ET jelatvitelben blokkolt Nr ndvényekben a VT ndvények szamara még
toleralhato, 100 mM NaCl koncentracional is magas O2"/ H20. arany alakult ki, ami kedvez6
a programozott sejthalal (PCD) indukcidja szempontjabol. A detektalt ROF/RNF akkumulacid
kovetkeztében a nitro-oxidativ stressz jelentdsebb lehet a Nr gyokerekben mar alacsony NaCl
koncentracional is. Ez nagyobb elektrolit-kieresztésben, fokozott DNS degradacioban és a
proteolizis, valamint a cisztein protedzok aktivitdsanak emelkedésében nyilvanult meg.

6. Az ET sostressz akklimatizacidban betoltott szerepét kiilonbozo ET statusza novényekben
vizsgaltuk. Megallapitottuk, hogy a Nr mutacié novelte a K*/Na* arany csokkenésében
megnyilvanul6 ionikus stresszt, mig az exogén ACC kezelés jelentosen mérsékelte a
levélszovetek vizpotencialjanak csokkenését sostressz alatt, ami az s6-indukalt ozmotikus
stressz csokkenésére utal.

7. A novények ET statusza szabalyozza a ROF és RNF molekulak akkumulacidjat a
sostressz kialakuldasa soran. A gyokércsucsokban mind az exogén ACC altal indukalt
ET/ACC tobblet, mind az ET jelatvitel blokkolasa oxidativ, illetve nitrooxidativ stresszt valtott
Ki letalis sostressz alatt, amelynek hatterében eltéré mechanizmus all. Bar mindkét esetben
megemelkedett a 02" és ONOO™ akkumulacio, ez exogén ACC kezelés mellett erételjesebb.
Mig a O2" akkumuléciot a Nr-ban elsésorban a SOD gatlas okozza, a H20> elbontasdhoz a
mutansban kisebb mértékben jarul hozza a KAT és rovid tdvon az APX, mint az ACC kezelt
gyokerekben. Letalis sostressznél a gyokércsticsok ET statuszanak valtozasa (exogén ACC, Nr)
noveli a s6érzékenységet.

Toleralhatd sostressznél azonban az exogén ACC kezelés jelentdésen csokkenti a Oz
felhalmozodasat rovid tavon, viszont nem csokkenti a H2O2 akkumulaciot, ami mérsékeli az
oxidativ stresszt. A korai H202 akkumulédcié a VT gyokércsucsokban lehetévé teszi olyan
antioxidans enzimek korai expresszi6 indukciojat (SIAPX2) és enzimatikus aktivalodasat, mint
az APX, mig a letalis s6koncentracional a H202 lebomlasdhoz a POD és a KAT aktivitas
indukcidja nagyobb mértékben jarul hozza, utobbi kiilondsen az ACC kezelt mintdkban és a
Nr-ban jelentds. Ezekben a gyokércsucsokban azonban az antioxidans enzimek

aktivalodasanak ellenére a sOstressz hatasara csokken a sejtek életképessége.
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8. Alevelek 24 éran beliil kisebb érzékenységet mutatnak a séstresszel szemben, mint a
gyokerek. Osszehasonlitva a toleralhaté és sejthalilt indukalé sostressz hatasat a
levelekben megallapithatjuk, hogy a letalis sOkoncentracio hatasara joval tobb O2"
akkumulalodik a levélszovetekben is, mint szubletalis sostressz esetén, amit csokkent az
exogén ACC elokezelés és a Nr mutacio. Ehhez hasonldoan a H>O» is nagyobb mértékii
felhalmozodast mutat a 250 mM NaCl-dal kezelt névényekben, amit a 6 6ras mintavételnél az
ACC elokezelés ¢s a Nr mutacio tovabb fokoz, igy a szovetek komoly oxidativ stressznek
vannak kitéve. Rovid tavon sem a NO sem a ONOO" szintek nem novekedtek dramaian a
kezelések hatasara. Szubletalis sostressznél az ACC kezelt VT-ben és a Nr mutansokban
megemelkedd NO inkabb a sotolerancidt fokozza, mig kisebb nitrozativ stressz kialakulhat a
fokozott ONOO" akkumulaci6 hatasara a letalis sokezelés 24. drajaban, ezt azonban az exogén
ACC mérsékeli.

A nagy O™ tartalmak kialakuldsahoz a képzddést eldsegité folyamatok (PM-kotétt NADPH
oxidaz aktivitdsanak emelkedése, fotoszintetikus elektrontranszport) is hozzajarulhatnak. A
SOD aktivitas gyors emelkedése a gyokérrel ellentétben a letalis sostressznél csokkenti a 02"
koncentraciot 24 6ra multan. Az ACC elékezelt és a Nr mutans levelekben ugyanakkor a VT-
hez képest csokkent O™ akkumulacidé figyelheté meg 24 ora elteltével, melyet azonban
mérseklodott SOD specifikus aktivitas kisér, ami a O™ generald folyamatok csokkenésére utal.
csokkenése és a SOD aktivitas emelkedése okolhatd. Az intenzivebb SOD aktivitds generalta
H>0, felhalmozodast a KAT és a POD, valamint az APX specifikus aktivitdsanak novekedése
sem volt képes ellensulyozni a 6. 6raban, az ACC kezelt vagy a Nr levelekben. A letalis
sostressz korai éraiban a SOD és H20O: bonté enzimek aktivitasanak finomhangolasa
szabalyozza a levél H2O; tartalmat, mely nagyban fiigg a levelek ET allapotatol.

9. Az ET statusz befolyasolja a fotoszintetikus aktivitast és a cukorhaztartast
paradicsomnévényekben séstressz alatt. A 100 mM-os NaCl rovid idon beliil csokkentette a
sztomakonduktanciat a VT paradicsomlevelekben, mely a 250 mM-os kezelés esetében joval
erdsebbnek bizonyult, de az ACC el6kezelés mindkét esetben mérsékelte a sostressz hatasat. A
netté CO2 asszimilacié mértéke és a Ci/Ca arany a szubletalis sokezelést kovetden jol kovette a
sztdmakonduktancia valtozasait, mely azt mutatja, hogy az ET toleralhatd sokoncentracional
24 oran beliil elsésorban a CO: elérhetdségén keresztiill befolyasolta a CO: fixaciot.
Ugyanakkor letalis sostressz soran, a sztomatikus faktorokon kiviil egyéb folyamatok CO>
asszimilaciot gatlo hatésa is felmeriilhet, amire a Ci/C, arany novekedése utal. Erdekes, hogy

az An csokkenése letdlis stressz esetén az ACC kezelt ndvények leveleiben vagy a Nr
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mutansokban kisebb mértékben kovetkezett be, mint a megfeleld sokezelést kapott VT
novények esetében. Az ET tehat részt vesz a stressz mértékének megfelelé6 valaszok
kialakitasaban. A hormon mennyisége vagy éppen a jelatvitelének hianyossaga ellentétes
hatast valthatnak ki szubletalis és letalis stressz soran a CO: asszimilacioban.

10. A sokezelések nem novelték a fotoinhibiciot 24 o6ran beliil, mivel az Fv/Fm, Fo és a Y(NO)
klorofill fluoreszcencia paraméterekben nem tapasztaltunk jelentds valtozast. A 100 mM-o0s
NaCl kezelés nem befolyasolta a PSII és a PSI aktivitasat az Ailsa Craig fajta VT leveleiben.
Ugyanakkor 100 mM NaCl hozzaadasara a Nr mutansok Y(II) értéke jelentés azonnali
csokkenéssel valaszolt, melynek hattérében a mutansokban megfigyelheté magas NPQ all,
melyet a 100 mM-o0s so6 kezelés tovabb fokoz.

A letalis sokezelés indukalta Y(II) csokkenéssel 6sszhangban, a PSI donor oldali limitacioja
megnott, ugyanakkor szimultdn csokkent a Y(NA) mértéke, mely az erdteljesen aktivalodott
CEF-PSl-nek koszonheté, ami a Nr levelek esetében még tovabb fokozddott mindkét
sokoncentracié esetében. A 100 mM-os és 250 mM-os NaCl kezelést kovetden a Nr levelek
jelentés mértékben megemelkedett, fényreguldlt NPQ értékeiért a CEF-PSI megemelkedése
felelos. Az exogén ACC kezelés a 250 mM-os NaCl hozzaadasat kdveto 6 ora elteltéig gatolta
a CEF-PSI novekedését ¢s igy a NPQ indukciojat, mely megakadalyozta a Y(II) csokkenést,
valamint a Y(ND) megemelkedését. Ez egytttal azt is jelenti, hogy a PSII gatlasat az exogén
ACC kezelés késleltette, ugyanakkor a Y(NA) szimultan megemelkedésével megnovelte az
es¢lyét az elektronok O»-re jutdsanak, illetve a PSI fotoinhibiciojanak. Az ET tehat képes
szabalyozni a CQO; asszimilaciot a sztdmakonduktanciatol fiiggé és fiiggetlen médon, a
fotoszisztémak kvantumhasznositasat és a fotoprotektiv folyamatokat, igy PSI-CEF
miikodését a Nr receptoron és az ACC elérhetoségén keresztiil sostressz soran. Mindezek
alapjan PSI-CEF fontos és eddig ismeretlen résztvevoként javasolhaté abban a
folyamatban, mely soran az ET represszalja a NPQ legnagyobb hanyadat ado, energia-
fiiggo kioltashoz kapcsolodé xantofill ciklus egyik kulcsenzimének, a violaxantin-
deepoxidaznak (VDE) az aktivalodasat.

11. A Nr mutans levelek a csokkent CO: fixacié ellenére sokkal magasabb keményitd
tartalommal rendelkeztek, mint a VT téarsaik, mely arra enged kovetkeztetni, hogy az ET
jelatvitel szerepet jatszik a keményité bioszintézis/lebontas és a fotoszintézis kozti
egyensuly kialakulasaban.

12. Az ET statusz valtozasara a levél és a gyokér eltéréen reagalt. A gyokércsucsok
¢letképességét a sostressz az ET statusztol fliggetleniil csokkentette, viszont mind az ACC

elokezelt, mind a Nr gydkerek érzékenyebbnek bizonyultak a szubletalis sostresszre a VT-n4l.
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Ez azonban még nem okozza a novényegyedek pusztuldsadt, mert a hajtds sikeres
akklimatizacioja esetén ujabb jarulékos gyokerek indukalodhatnak. A levelekben az exogén
ACC a Nr mutacioval ellentétben tobb esetben ndvelte a sztomakonduktanciat és rovid tdvon a
nett6 CO2 asszimilacid mértékét, és a Nr mutacioval szemben emelte e PSII
kvantumhatékonysagat is, ami elOsegitheti a hajtas adaptacidjat. Ugyanakkor, letalis
sokoncentracio jelenlétében, a Nr mutacié rovidtavon okozhat pozitiv hatast egyes
fiziologiai folyamatokra, mint példaul a fotokémiai rendszerek hatékonyabb fényvédelme
és megtartott CO: asszimilacios aktivitas. Ez azt mutatja, hogy a sikeres sostressz
akklimatizaciot mind az ET tobblet, mind az ET jelatvitel blokkolasa gatolhatja
szubletalis sostressz soran, azonban eltéré kinetikaval. Fontos azonban megjegyezni, hogy
a kiilonbozo fiziologiai folyamatok finomszabalyozottsaga miatt €z nem kozvetleniil vezet
a novényegyedek pusztulasanak fokozodasahoz. Ugyanakkor, csupan a Nr mutacio
befolyasolta negativan a levelek fotoszintetikus aktivitasat szubletalis sdstressz soran a
csokkent sztomakonduktancia és a talérzékeny fényvédelmi mechanizmusok miatt.
Eredményeink elérevetitik, hogy az ET tartalom vagy szignalizacio finomhangolasa a
stressz Kkifejlodésének bizonyos idépontjaiban, illetve az ET-termelés Kkinetikajanak

megvaltoztatasa jobban segitheti a sostressz akklimatizaciot.

119



8. Summary

During our experiments, we investigated the ethylene (ET) sensitivity and the ET status-
dependent salt stress responses of tomato plants using two different experimental designs. As a
first approach, we applied different concentrations of exogenous 1-aminocyclopropane-1-
carboxylic acid (ACC) through the nutrient solution of hydroponically grown tomato plants to
evaluate their effect on the most important physiological processes, which could possibly
participate in the acclimation to a subsequent abiotic stress, as-an analogy for the inducible
systemic resistance-mechanism.

As a second approach, we monitored the effects of sublethal (100 mM NaCl) and lethal
(250 mM NacCl) salt stress on the acclimation mechanisms of tomato plants with different ET
status [wild type (WT) plants pre-treated with 10 uM ACC or ET receptor mutant, Never ripe
genotypes], and compared their physiological responses to salt stress with WT plants of normal
ET status. Therefore, we examined the water status parameters, photosynthetic activity, the
accumulation of reactive oxygen- (ROF) and nitrogen forms (RNF) participating in oxidative
and nitrosative stress in plant tissues or the activity and expression of ROF scavenging enzymes
in plants of different ET status during the early stages of salt stress acclimation to evaluate the

role of ET in these responses.

In accordance with our results, our conclusions are as follows:

1. Exogenous ACC applied through the root zone of WT tomato plants induced
significant ET emission from the tissues especially in the roots, but only above a
concentration threshold value. However, exogenous ACC induces physiological changes
below this threshold as well.

2. Small increases in root zone ACC concentrations (0.01-1.0 pM) enhanced dry
biomass production in the shoots of WT tomato plants. Furthermore, the pattern of
ROF/RNF generated by these treatments was unfavourable for the development of
nitrosative stress, in plant root tips or leaf tissues. In contrast to low concetrations, the
presence of high exogenous ACC concentration (100 puM) in the root media induced a
completely opposite response accompanied with enhanced ROF accumulation in the root apices
and ROF/RNF accumulation in the leaves. In summary, exogenous ACC treatments induced
enhanced H>O> accumulation and affected the patterns of NO and ONOO™ accumulation in
concentration- or organ type dependent manner. Nevertheless, despite of the observed changes,
the plants did not die even under high ACC concentration, furthermore, the weak oxidative

stress can activate the antioxidant processes.
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3. The presence of exogenous ACC in the root zone could inhibit or stimulate
photosynthesis and influence the activity of the photosystems in non-senescent tomato
leaves in a concentration- and time dependent manner. Lower concentrations of ACC (0.01
and 1.0 uM) enhanced the net CO> assimilation (An) after the 1% and 2" days. 0.01 pM ACC
significantly enhanced photosystem 1| (PSI) quantum efficiency and alter its non-
photochemical quenching profile, although the impact of this concentration on PSI| efficiency
was small. Furthermore, treatment with the very high, 100 uM ACC had a pronounced
inhibitory effect on CO. assimilation and PSII quantum efficiency, however, PSI quantum
efficiency showed smaller sensitivity. Photoprotective processes could be induced by all
ACC concentrations with different kinetics and intensity, mostly through the
enhancement of the PSI cyclic electron flow (CEF-PSI)-dependent non-photochemical
qguenching (NPQ).

4. The small, but significant decrease in the K*/Na* ratio caused by 100 uM ACC could
be considered as weak salt stress, which might serve as a hardening effect in a putative
subsequent osmotic/salt stress acclimation process. Thus, this could be defined as an ACC-
induced eustress. 0.01-1.0 uM ACC enhanced soluble sugar and sorbitol contents, which
may contribute to the development of tolerance to an abiotic stress possessing an osmotic
component.

5. The mutation of the ET receptor in Nr tomato plants resulted in enhanced
susceptibility to supraoptimal salt concentrations. Root apical segments showed typical
physiological symptoms of cell death even under sublethal stress, due to excess ROF and
RNF accumulation in root tips caused by sublethal or lethal NaCl concentrations. In WT root
tips, the accumulation of O™ occurred during lethal salt stress, and H2O. accumulated in the
presence of sublethal salt concentration. In contrast to WT, Nr root apices blocked in ET
signalling showed higher O2"/H2O> ratio even under 100 mM NaCl treatment, which is
favourable for the induction of programmed cell death (PCD). Because of the detected ROF
and RNF accumulation, the nitro-oxidative stress was more pronounced in Nr root apices even
at 100 mM NaCl. This led to higher electrolyte leakage, enhanced DNA fragmentation,
proteolysis and cysteine protease activity.

6. Examining the role of ET in salt stress acclimation of plants with different ET status, it
was concluded that the Nr mutation promoted ionic stress, which manifested in a decreased
K*/Na" ratio, while exogenous ACC prevented the salt induced loss in leaf water potential,

thus, lowered osmotic stress under salt stress.
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7. ET status of plants controls the accumulation of ROF and RNF molecules during the
development of salt stress. In root apices, both excess ET/ACC contents caused by exogenous
ACC and the inhibition of ET signalling resulted in oxidative or nitro-oxidative stress under
lethal salt stress, although the underlying mechanisms were different. Despite the observation,
that the accumulation of O™ and ONOO" was enhanced at both conditions, this was higher in
the case of ACC-treated WT root tips. While the cause of O>™ accumulation in Nr roots was the
inhibition of superoxide dismutase (SOD), the contribution of catalase (CAT) and — in the early
hours — ascorbate peroxidase (APX) enzymes to the decomposition of H.O> were less intensive
in the mutant than in ACC-treated roots. In summary, under lethal salt stress, the change of ET
status (exogenous ACC, Nr mutation) in root tips enhanced salt sensitivity. In contrast to this,
under tolerable salt stress, exogenous ACC alleviated the accumulation of O>™ in the early
hours, but not that of H2O», which in the end, helped to mitigate oxidative stress. Early H.O>
accumulation in root apices allows a faster induction of the expression and activity of
antioxidant enzymes, as it can be seen in the case of SIAPX2 or APX, respectively, while under
lethal salt stress, the induction of CAT and guaiacol peroxidase (POD) specific activities
contributed in H.O> decomposition at a higher extent, which at certain time points were more
significant in ACC-treated or Nr roots. At the same time, despite the activation of antioxidant
enzymes, the cell viability in root apices was significantly reduced in these samples due to lethal
salt stress.

8. The leaves showed lower sensitivity than the roots to salt stress within 24 hours.
Comparing the tolerable and the cell death-inducing salt stress effects in the leaves, we
could conclude that under the latter condition, much greater O™ accumulation was
detected, which could be reduced by exogenous ACC pre-treatment or Nr mutation.
Similarly, higher H20> levels could be observed at 250 mM NaCl concentrations, which was
further enhanced by both ACC treatment or Nr mutation after 6 hours, thus, these tissues were
exposed to severe oxidative stress. In shorter time interval, dramatic increase in NO or ONOO®
accumulation could not be observed during the treatments. Under sublethal salt stress, elevated
NO levels in ACC-treated or Nr mutant plants rather enhanced salt tolerance, while slight
nitrosative stress could be developed due to greater ONOO™ accumulation after 24 hours under
lethal salt stress, which was alleviated by exogenous ACC.

The processes, which facilitate the formation O.™, such as photosynthetic electron transport or
plasma membrane (PM)-bound NADPH oxidase, might participate in developing high O™
levels. The rapid enhancement of SOD activity — in contrast to the roots — decreases O,

concentration under lethal salt stress after 24 hours. However, decreased O»™ accumulation
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observed in ACC treated and the mutant leaves after 24 hours was paired with lower SOD
specific activity compared to salt treated WT leaves, which indicates a decrease in O2"
generating processes.

Under lethal salt stress, decreased APX and enhanced SOD specific activity contributed to the
early accumulation of H,O> in ACC treated or Nr leaves. Later, in ACC treated or Nr leaves,
neither CAT, POD nor APX could alleviate H.O, accumulation generated by increased SOD
specific activity in ACC treated/Nr leaf samples. Thus, the fine tuning in SOD and H:O;
scavenging enzyme activity regulate H>O> content of leaves during lethal salt stress, which
is highly depends on ET status of leaves.

9. ET status influences photosynthetic activity and sugar homeostasis in tomato plants
under salt stress. 100 mM NaCl added to root media decreased stomatal conductance rapidly
in WT tomato leaves, this response was stronger under lethal salt stress, however, ACC
treatment mitigated this salt induced effect in both cases. Net CO assimilation and Ci/Ca ratio
were in good correlation with the changes in stomatal conductance under sublethal salt stress
in all treatments, which showed that ET could control CO> fixation mostly by the availability
of CO; in these samples. However, under lethal salt stress, besides stomatal factors, other
processes could have been involved in the inhibition of CO2 assimilation, as it is confirmed by
the increase in Ci/Ca. Interestingly, the decrease in An or the increase in Ci/Ca were significantly
lower in the leaves of ACC treated or Nr plants under lethal salt stress, compared to WT plants.
Thus, ET participates in the development of salt stress responses as a function of stress
intensity. The amount of the hormone or the impairment of its signalling caused
contrasting effects during sublethal and lethal salt stress in CO2 assimilation.

10. Salt treatments did not enhance photoinhibition in 24 hours, as it could be observed in
Fv/Fm, Fo and Y(NO) chlorophyll fluorescence parameters. Treatment with 100 mM NaCl did
not affect PSII and PSI activity in the leaves of Ailsa Craig tomato cultivar. However, in the
presence of 100 mM NacCl, the Y(II) values of Nr mutants decreased immediately, which is
caused by higher, and more sensitive NPQ response in these plants.

In good accordance with the reduction in Y (1) by lethal salt stress, the donor side limitation of
PSI was enhanced with the simultaneous decrease in Y(NA) due to elevated CEF-PSI, which
was further enhanced in the mutants during both salt stresses. Therefore, the enhanced, light
regulated NPQ values under salt stress were induced by increased CEF-PSI in Nr mutants.
Interestingly, until the 6™ hour of 250 mM NaCl treatment, exogenous ACC inhibited the
induction of CEF-PSI, and therefore the induction of NPQ, which prevented the decrease of

Y(I1) or the consequent increase of Y(ND). This shows that, exogenous ACC delayed the
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decrease in PSII activity, but enhanced Y(NA), which governs the chance of a higher electron
flow toward O», O™ formation and PSI photoinhibition. Thus, ET could regulate net CO;
assimilation through stomatal or non-stomatal factors, the quantum efficiency of the
photosystems and photoprotective mechanisms, including PSI-CEF operation due to Nr
receptor and the availability of ACC under salt stress. Nevertheless, PSI CEF could be
suggested as an important and unknown participant in the process, during which ET
represses the activation of violaxanthin-deepoxidase — key enzyme in xanthophyll cycle —
which highly contributes to the greatest NPQ subfraction, the energy dependent
guenching.

11. Despite the lower CO; fixation activity, Nr mutant leaves possess significantly higher
starch content than WT leaves, which could lead to the conclusion, that ET signalling helps
to maintain the balance between starch metabolism and photosynthesis.

12. The response of roots and leaves to the change in ET status was different. Cell viability
in root apices was decreased by salt stress, and both ACC-treated and Nr mutant root tips were
more sensitive to sublethal salt exposure than WT. However, this did not necessarily increase
mortality of plant individuals, because after a successful acclimation process in the shoot, newly
formed adventitious roots could be induced. In contrast to Nr mutation, exogenous ACC
enhanced stomatal conductance and net CO- assimilation in a short time interval and increased
the quantum efficiency of PSII, therefore, it promoted the adaptation of the shoot. However,
under lethal salt stress, Nr mutation or impaired ET signalling could induce positive
changes in certain physiological processes, like more successful photoprotection and CO;
assimilation. This indicates that under sublethal salt stress, both supraoptimal ET/ACC
concentrations or the block in ET signalling decreases success of salt acclimation in the
roots, but with different kinetics. It must be noted, that this was not necessarily leaded to
plant decay because of fine regulation of physiological processes. However, only Nr
mutation affected photosynthesis negatively under sublethal salt stress, due to
oversensitive photoprotection and decreased stomatal conductance. Our results also
anticipate that in certain time points of stress development, the fine tuning of ET contents
or signalling, the alteration in the kinetics of ET production would help the salt

acclimation process.

124



9. Irodalomjegyzék

1 Light, K.M., Wisniewski, J.A., Vinyard, W.A., Kieber-Emmons, M.T., 2016. Perception of the plant hormone ethylene:
known-knowns and known-unknowns. J. Biol. Inorg. Chem. 21, 715-728.

2 Pierik, R., Tholen, D., Poorter, H., Visser, E.J.W., Voesenek, L.A.C.J. (2006) The Janus face of ethylene: growth inhibition
and stimulation. Trends plant sci, 11(4), 176.

3 Trobacher, C.P. (2009) Ethylene and programmed cell death in plants. Botany, 87(8), 757. Arabidopsis cell wall proteome
defined using multidimensional protein identification technology. Proteomics. 6: 301-311.

4 Van Doorn W.G., Beers P.E., Dangl L.J., Franklin-Tong E.V., Gallois P., Hara-Nishimura I., et al. (2011): Morphological
classification of plant cell deaths. Cell Death Differ. 18(8), 1241.

5 Alagna, F., Kallenbach, M., Pompa, A., De Marchis, F., Rao, R., Baldwin, I.T., Bonaventure, G., Baldoni, L. (2015) Olive
fruits infested with olive fly larvae respond with an ethylene burst and the emission of specific volatiles. J Integr Plant
Biol, 58(4), 413-425.

6 Alazem, M. and Lin, N.-S. (2015) Roles of plant hormones in the regulation of host?virus interactions. Mol. Plant Pathol.,
16(5), 529.

7 Kazan, K., 2015. Diverse roles of jasmonates and ethylene in abiotic stress tolerance. Trends Plant Sci. 20, 219-229.

8 Igbal, N., Nazar, R., Khan, M.L.R., Khan, N.A., 2012. Variation in photosynthesis and growth of mustard cultivars: Role of
ethylene sensitivity. Sci. Hortic. 135, 1-6.

9 Santner A, Calderon-Villalobos LIA, Estelle M (2009) Plant hormones are versatile chemical regulators of plant growth.
Nature Chem Biol 5, 301-307

10 Raskin, 1. and Beyer, E.M. (1989) Role of Ethylene Metabolism in Amaranthus retroflexus. Plant Physiol, 90(1), 1.

11 Argueso, C.T., Hansen, M., Kieber, J.J., 2007. Regulation of ethylene biosynthesis. J. Plant Growth Regul. 26, 92-105.

12 McDonnell, L., Plett, J. M., Andersson-Gunneras, S., Kozela, C., Dugardeyn, J., Van Der Straeten, D., ... & Regan, S.
(2009). Ethylene levels are regulated by a plant encoded 1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid deaminase. Physiol.
Plant., 136(1), 94-109.

13 Zhang, Z., Zhang, H., Quan, R., Wang, X. C., & Huang, R. (2009). Transcriptional regulation of the ethylene response factor
LeERF2 in the expression of ethylene biosynthesis genes controls ethylene production in tomato and tobacco. Plant
Physiol., 150(1), 365-377.

14 Rudus, I, Sasiak, M., Kepczynski, J., 2013. Regulation of ethylene biosynthesis at the level of 1-aminocyclopropane-1-
carboxylate oxidase (ACO) gene. Acta Physiol. Plant. 35, 295-307.

15 Zemlyanskaya, E. V., Omelyanchuk, N.A., Ermakov, A.A., Mironova, V. V., 2017. Mechanisms regulating ethylene signal
transduction in plants. Russ. J. Genet. Appl. Res. 7, 335-344.

16 Van de Poel B, Van Der Straeten D (2014) 1-Aminocyclopropane-1-carboxylic acid (ACC) in plants: more than just the
precursor of ethylene! Front Plant Sci 5, 640.

17 Shin K, Lee S, Song W-Y, Lee R-A, Lee I, Ha K, Koo J-C, Park S-K, Nam H-G, Lee Y, Soh M-S (2015) Genetic
identification of ACC-RESISTANT?2 reveals involvement of LYSINE HISTIDINE TRANSPORTERL1 in the uptake of 1-
aminocyclopropane-1-carboxylic acid in Arabidopsis thaliana. Plant Cell Physiol 56, 572-582.

18 Cara, B. and Giovannoni, J.J. (2008) Molecular biology of ethylene during tomato fruit development and maturation. Plant
Sci., 175(1-2), 106.

19 Shakeel, S.N., Gao, Z., Amir, M., Chen, Y.-F., Rai, M.l., Hag, N.U., Schaller, G.E. (2015) Ethylene Regulates Levels of
Ethylene Receptor/CTR1 Signaling Complexes in Arabidopsis thaliana. J. Biol. Chem., 290(19), 12415-12424.

20 Liu, Q., Wen, C.K., 2012. Cooperative ethylene receptor signaling. Plant Signal. Behav. 7(8), 1009-1013.

21 Lin, Z., Grierson, D., 2010. New perspective in ethylene signaling Plant Signal. Behav. 5:5, 545-549.

22 Mubarok, S., Hoshikawa, K., Okabe, Y., Yano, R., Tri, M.D., Ariizumi, T., Ezura, H., 2019. Evidence of the functional role
of the ethylene receptor genes SIETR4 and SIETR5 in ethylene signal transduction in tomato. Mol. Genet. Genomics 294,
301-313.

23 Liu, M., Pirrello, J., Chervin, C., Roustan, J.-P., and Bouzayen, M. (2015). Ethylene control of fruit ripening: revisiting the
complex network of transcriptional regulation. PlantPhysiol. 169(4), 2380-2390.

24 Wilkinson JQ, Lanahan MB, Yen HC, Giovannoni JJ, Klee HJ (1995) An ethylene-inducible component of signal
transduction encoded by never ripe. Science 270, 1807-1809.

25 Rick CM, Butler L (1956) Phytogenetics of the tomato. Adv Genet. 8, 267-382.

26 Mata Cl, Fabre B, Parsons HT, Hertog MLATM, Van Raemdonck G, Baggerman G, Van de Poel B, Lilley KS and Nicolai
BM (2018) Ethylene Receptors, CTRs and EIN2 Target Protein Identification and Quantification Through Parallel Reaction
Monitoring During Tomato Fruit Ripening. Front. Plant Sci. 9, 1626.

27 Tieman, DM, Taylor, MG, Ciardi, JA, Klee HJ (2000) The tomato ethylene receptors NR and LeETR4 are negative
regulators of ethylene response and exhibit functional compensation within a multigene family. Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
97, 5663-5668.

28 Lanahan, M.B., Yen, H.C., Giovannoni, J.J., Klee, H.J., 1994. The never ripe mutation blocks ethylene perception in tomato.
Plant Cell 6, 521-530.

29 Wang, J., Chen, G., Hu, Z., & Chen, X. (2007). Cloning and characterization of the EIN2-homology gene LeEIN2 from
tomato: Full Length Research Article. DNA seq., 18(1), 33-38.

30 Zhong S, Lin Z, Grierson D (2008) Tomato ethylene receptors-CTR interactions: visualization of NEVER-RIPE interactions
with multiple CTRs at the endoplasmatic reticulum. J Exp Bot 59, 965-972.

31 Zhong, S., Chang, C., 2012. Ethylene Signalling: The CTR1 Protein Kinase. In: McManus, M. T. (Ed.). Annual plant
reviews, the plant hormone ethylene. 44, 147-168. John Wiley & Son

125



32 Liu, M., Pirrello, J., Kesari, R., Mila, I., Roustan, J. P., Li, Z., ... & Regad, F. (2013). A dominant repressor version of the
tomato S I-ERF. B 3 gene confers ethylene hypersensitivity via feedback regulation of ethylene signaling and response
components. Plant J., 76(3), 406-419.

33 Rai, M.I., Wang, X., Thibault, D.M., Kim, H.J., Bombyk, M.M., Binder, B.M., Shakeel, S.N., Schaller, G.E. (2015) The
ARGOS gene family functions in a negative feedback loop to desensitize plants to ethylene. BMC Plant Biol., 15(1), 1.

34 Wang, Y., Wang, Q., Gao, L., Zhu, B., Ju, Z., Luo, Y., Zuo, J., 2017a. Parsing the Regulatory Network between Small
RNAs and Target Genes in Ethylene Pathway in Tomato. Front. Plant Sci. 8, 1-13.

35 Wang, Y., Gao, L., Li, J., Zhu, B., Zhu, H., Luo, Y., Wang, Q., Zuo, J., 2018. Analysis of long-non-coding RNAs associated
with ethylene in tomato. Gene 674, 151-160.

36 Yen, H.C,, Lee, S., Tanksley, S.D., Lanahan, M.B., Klee, H.J., Giovannoni, J.J., 1995. The Tomato Never-ripe Locus
Regulates Ethylene-Inducible Gene Expression and Is Linked to a Homolog of the Arabidopsis ETR1 Gene. Plant Physiol.
107, 1343-1353.

37 Hirayama, T., Kieber, J. J., Hirayama, N., Kogan, M., Guzman, P., Nourizadeh, S., ... & Ecker, J. R. (1999). RESPONSIVE-
TO-ANTAGONISTL, a Menkes/Wilson disease—related copper transporter, is required for ethylene signaling in
Arabidopsis. Cell, 97(3), 383-393.

38 Lacey, R.F. and Binder, B.M. (2014) How plants sense ethylene gas — The ethylene receptors. J. Inorg. Biochemistry, 133,
58-62

39 Lin, Z., Alexander, L., Hackett, R., Grierson, D., 2008. LeCTR2, a CTR1-like protein kinase from tomato, plays a role in
ethylene signalling, development and defence. Plant J. 54, 1083-1093.

40 Gallie, D.R. (2015) Ethylene receptors in plants - why so much complexity? F1000Prime Reports, 7, 39.

41 Pirrello, J., Prasad, B. N., Zhang, W., Chen, K., Mila, L., Zouine, M., és mtsai. (2012). Functional analysis and binding
affinity of tomato ethylene response factors provide insight on the molecular bases of plant differential responses to
ethylene. BMC Plant Biol. 12(1), 190.

42 Wang, F., Cui, X., Sun, Y., Dong, C.-H. (2013) Ethylene signaling and regulation in plant growth and stress responses.
Plant Cell Rep. 32(7), 1099.

43 Klee, H.J., 2002. Control of ethylene-mediated processes in tomato at the level of receptors. J. Exp. Bot. 53, 2057—-2063.

44 Klay, 1., Gouia, S., Liu, M., Mila, I., Khoudi, H., Bernadac, A., Bouzayen, M., Pirrello, J., 2018. Ethylene Response Factors
(ERF) are differentially regulated by different abiotic stress types in tomato plants. Plant Sci. 274, 137-145.

45 Cherepanov, D. A., Milanovsky, G. E., Petrova, A. A., Tikhonov, A. N., & Semenov, A. Y. (2017). Electron transfer through
the acceptor side of photosystem |I: Interaction with exogenous acceptors and molecular oxygen. Biochemistry
(Moscow), 82(11), 1249-1268.

46 Ceusters J, Van de Poel B (2018) Ethylene exerts species-specific and age-dependent control of photosynthesis. Plant
Physiol 176:2601-2612

47 Baker, N. R., & Rosengvist, E. (2004). Applications of chlorophyll fluorescence can improve crop production strategies: an
examination of future possibilities. J exp bot. 55(403), 1607-1621.

48 Roach, T., & Krieger-Liszkay, A. (2014). Regulation of photosynthetic electron transport and photoinhibition. Curr Protein
Pept Sci. 15(4), 351-362.

49 Shikanai, T., & Yamamoto, H. (2017). Contribution of cyclic and pseudo-cyclic electron transport to the formation of proton
motive force in chloroplasts. Mol plant. 10(1), 20-29.

50 Parry, M. A., Keys, A. J., Madgwick, P. J., Carmo-Silva, A. E., & Andralojc, P. J. (2008). Rubisco regulation: a role for
inhibitors. J exp bot, 59(7), 1569-1580.

51 Poor, P., Borbély, P., Czékus, Z., Takacs, Z., Ordog, A., Popovié, B., & Tari, I. (2019a). Comparison of changes in water
status and photosynthetic parameters in wild type and abscisic acid-deficient sitiens mutant of tomato (Solanum
lycopersicum cv. Rheinlands Ruhm) exposed to sublethal and lethal salt stress. Journal of Plant Physiol, 232, 130-140.

52 Kalaji, H. M., Schansker, G., Ladle, R. J., Goltsev, V., Bosa, K., Allakhverdiev, S. 1., ... & Elsheery, N. . (2014). Frequently
asked questions about in vivo chlorophyll fluorescence: practical issues. Photosynthesis research, 122(2), 121-158.

53 Kalaji, H. M., Schansker, G., Brestic, M., Bussotti, F., Calatayud, A., Ferroni, L., ... & Losciale, P. (2017). Frequently asked
questions about chlorophyll fluorescence, the sequel. Photosynthesis Research, 132(1), 13-66.

54 Niyogi, K. K., Li, X. P., Rosenberg, V., & Jung, H. S. (2004). Is PsbS the site of non-photochemical quenching in
photosynthesis?. J exp bot, 56(411), 375-382.

55 Ikeuchi, M., Uebayashi, N., Sato, F., & Endo, T. (2014). Physiological functions of PsbS-dependent and PsbS-independent
NPQ under naturally fluctuating light conditions. Plant and Cell Physiology, 55(7), 1286-1295.

56 Braun, D. M., Wang, L., & Ruan, Y. L. (2013). Understanding and manipulating sucrose phloem loading, unloading,
metabolism, and signalling to enhance crop yield and food security. J exp bot, 65(7), 1713-1735.

57 Wingler, A., Lea, P. J., Quick, W. P., & Leegood, R. C. (2000). Photorespiration: metabolic pathways and their role in stress
protection. Philosophical Transactions of the Royal Society of London. Series B: Biological Sciences, 355(1402), 1517-
1529.

58 Kangasjarvi, S., Neukermans, J., Li, S., Aro, E. M., & Noctor, G. (2012). Photosynthesis, photorespiration, and light
signalling in defence responses. J exp bot, 63(4), 1619-1636.

59 Kays, S.J., Pallas, Jr J.E., (1980) Inhibition of photosynthesis by ethylene. Nature 285(5759), 51

60 Taylor, G. E., & Gunderson, C. A. (1986). The response of foliar gas exchange to exogenously applied ethylene. Plant
Physiol. 82(3), 653-657.

61 Woodrow L, Grodzinski B, An Evaluation of the Effects of Ethylene on Carbon Assimilation in Lycopersicon
esculentum Mill, J exp bot, Volume 40, Issue 3, March 1989, Pages 361-368,

62 Pallaghy, C. K., & Raschke, K. (1972). No stomatal response to ethylene. Plant Physiol. 49(2), 275.

63 Gunderson, C. a, Taylor, G.E., 1991. Ethylene Directly Inhibits Foliar Gas Exchange in Glycine max. Plant Physiol. 95,

126



64 Zacarias, L., & Reid, M. S. (1990). Role of growth regulators in the senescence of Arabidopsis thaliana leaves. Physiol
Plant. 80(4), 549-554.

65 Grbi¢, V., & Bleecker, A. B. (1995). Ethylene regulates the timing of leaf senescence in Arabidopsis. Plant J. 8(4), 595-
602.

66 Khan, N.A. (2004) An evaluation of the effects of exogenous ethephon, an ethylene releasing compound, on photosynthesis
of mustard (Brassica juncea) cultivars that differ in photosynthetic capacity. BMC plant biol. 4(1), 1.

67 Song, X., She, X., Wang, J. (2012a) Inhibition of abscisic acid-induced stomatal closure by ethylene is related to the change
of hydrogen peroxide levels in guard cells in broad bean. Australian J Bot. 59(8), 781.

68 Song, X.G., She, X.P., Wang, J. (2012b) Inhibition of darkness-induced stomatal closure by ethylene involves a removal of
hydrogen peroxide from guard cells of Vicia faba. Russian J Plant Physiol. 59(3), 372.

69 Song, X. G., She, X. P., Wang, J., & Sun, Y. C. (2011). Ethylene inhibits darkness-induced stomatal closure by scavenging
nitric oxide in guard cells of Vicia faba. Funct Plant Biol. 38(10), 767-777.

70 Ge, X.M,, Cai, H.L., Lei, X., Zhou, X., Yue, M., He, J.M. (2015) Heterotrimeric G protein mediates ethylene-induced
stomatal closure via hydrogen peroxide synthesis in Arabidopsis. Plant J. 82(1), 138-150.

71 Wullschleger, S. D., Hanson, P. J., & Gunderson, C. A. (1992). Assessing the influence of exogenous ethylene on electron
transport and fluorescence quenching in leaves of Glycine max. Envir exp bot. 32(4), 449-455.

72 Xie, X. L., Xia, X. J., Kuang, S., Zhang, X. L., Yin, X. R,, Yu, J. Q., & Chen, K. S. (2017). A novel ethylene responsive
factor CitERF13 plays a role in photosynthesis regulation. Plant Sci. 256, 112-119.

73 Bhattacharjee, S. (2012). The language of reactive oxygen species signaling in plants. J Bot., 2012.

74 Waszczak, C., Carmody, M., & Kangasjarvi, J. (2018). Reactive oxygen species in plant signaling. Ann rev plant biol. 69,
209-236.

75 Noctor, G., Reichheld, J. P., & Foyer, C. H. (2018). ROS-related redox regulation and signaling in plants. In Seminars in
Cell & Developmental Biology (Vol. 80, pp. 3-12). Academic Press.

76 Valderrama, R., Corpas, F. J., Carreras, A., Fernandez-Ocana, A., Chaki, M., Luque, F., ... & Barroso, J. B. (2007).
Nitrosative stress in plants. Febs Letters, 581(3), 453-461.

77 Corpas, F., & Palma, J. (2018). Assessing nitric oxide (NO) in higher plants: an outline. Nitrogen, 1(1), 12-20.

78 Desikan R., Griffiths R., Hancock J., Neill S. (2002): A new role for an old enzyme: nitrate reductase-mediated nitric oxide
generation is required for abscisic acid-induced stomatal closure in Arabidopsis thaliana. Proc. Nat. Acad. Sci. USA. 99,
16314-16318.

79 Moreau M., Lindermayr C., Durner J. Klessig D.F. (2010): NO synthesis and signaling in plants—where do we stand? Physiol
Plant. 138, 372-383.

80 Wang Y., Chen C., Loake J. G., Chu C. (2010a): Nitric Oxide: promoter or suppressor of programmed cell death? Prot cell.
1, 133-142.

81 Bright J., Desikan R., Hancock J.T., Weir S. L, Neill J. S., (2006): ABA-induced NO generation and stomatal closure in
Arabidopsis are dependent on H202 synthesis. Plant J. 45, 113-122.

82 Sang J., Jiang M., Lin F., Xu S., Zhang A., Tan M. (2008): Nitric oxide reduces hydrogen peroxide accumulation involved
in water stress-induced subcellular anti-oxidant defense in maize plants. J. Integ. Plant. Biol. 50, 231-243.

83 Bellin D. Asai S., Delledonne M., Yoshioka H. (2013): Nitric Oxide as a Mediator for Defense Responses. Mol. Plant-
Microbe Interact. 26, 271-277.

84 Kapoor, D., Singh, S., Kumar, V., Romero, R., Prasad, R., & Singh, J. (2019). Antioxidant enzymes regulation in plants in
reference to reactive oxygen species (ROS) and reactive nitrogen species (RNS). Plant Gene, 100182.

85 Alscher R.G., Erturk N., Heath L.S. (2002) Role of superoxide dismutases (SODs) in controlling oxidative stress in plants.
J exp bot. 53(372), 1331-1341.

86 Feng K., Yu J., Cheng Y., Ruan M., Wang R., Ye Q. és mtsai., (2016) The SOD gene family in tomato: identification,
phylogenetic relationship and expression patterns. Fron. Plant. Sci. 30, 1279.

87 Kuo W., Huang C., Shih C., Jinn T. (2013) Cellular extract preparation for superoxide dismutase (SOD) activity assay. Bio-
protocol. 3, 811.

88 Podgorska A., Burian M., Szal B. (2017) Extra-Cellular but extra-ordinarily important for cells: Apoplastic reactive oxygen
species metabolism. Front. Plant Sci. 8, 1353.

89 Bayer E.M., Bottrill A.R., Walshaw J., Vigouroux M., Naldrett M.J., Thomas C.L., és mtsai., (2006) 90 O’Brien J.A., Daudi
A., Finch P, Butt V.S., Whitelegge J.P., Souda P., és mtsai., (2012) A peroxidase dependent apoplastic oxidative burst in
cultured Arabidopsis cells functions in MAMP-elicited defense. Plant Physiol. 158, 2013-2027.

90 O’Brien J.A., Daudi A., Finch P., Butt V.S., Whitelegge J.P., Souda P., és mtsai., (2012) A peroxidase dependent apoplastic
oxidative burst in cultured Arabidopsis cells functions in MAMP-elicited defense. Plant Physiol. 158, 2013-2027.

91 Mhamdi A., Queval G., Chaouch S., Vanderauwera S., Van Breusegem F., Noctor G. (2010) Catalase function in plants: a
focus on Arabidopsis mutants as stress-mimic models. J exp bot. 61, 4194-4220.

92 Racchi M.L. (2013) Antioxidant defences in plants with attention to Prunus and Citrus spp. Antioxidants. 2: 340-369.

93 Najami N., Janda T., Barriah W., Kayam G., Tal M., Guy M., Volokita M. (2008) Ascorbate peroxidase gene family in
tomato: Its identification and characterization. Mol. Genet. Genomics. 279, 171-182.

94 Panchuk L.1., Zentgraf U., Volkov R.A. (2005) Expression of the Apx gene family during leaf senescence of Arabidopsis
thaliana. Planta. 222(5), 926-932.

95 Corpas, F. J., & Barroso, J. B. (2013). Nitro-oxidative stress vs oxidative or nitrosative stress in higher plants. New
Phytologist, 199(3), 633-635.

96 Lindermayr, C. (2018). Crosstalk between reactive oxygen species and nitric oxide in plants: key role of S-nitrosoglutathione
reductase. Free Radical Bio Med. 122, 110-115.

97 Wang, H., Liang, X., Wan, Q., Wang, X., & Bi, Y. (2009). Ethylene and nitric oxide are involved in maintaining ion
homeostasis in Arabidopsis callus under salt stress. Planta, 230(2), 293-307.

127



98 Podr, P., Borbély, P., Kovacs, J., Papp, A., Szepesi, A., Takacs, Z., & Tari, L. (2014). Opposite extremes in ethylene/nitric
oxide ratio induce cell death in suspension culture and root apices of tomato exposed to salt stress. Acta Biol
Hungarica. 65(4), 428-438.

99 Cui, M., Lin, Y., Zu, Y., Efferth, T, Li, D., Tang, Z. (2015) Ethylene increases accumulation of compatible solutes and
decreases oxidative stress to improve plant tolerance to water stress in Arabidopsis. J Plant Biol, 58(3), 193-201.

100 Chen, H. J., Huang, C. S., Huang, G. J., Chow, T. J., & Lin, Y. H. (2013). NADPH oxidase inhibitor diphenyleneiodonium
and reduced glutathione mitigate ethephon-mediated leaf senescence, H202 elevation and senescence-associated gene
expression in sweet potato (Ipomoea batatas). J Plant Physiol. 170(17), 1471-1483.

101 Steffens, B., & Sauter, M. (2009). Epidermal cell death in rice is confined to cells with a distinct molecular identity and is
mediated by ethylene and H202 through an autoamplified signal pathway. Plant Cell. 21(1), 184-196.

102 Kim, Y. S., Kim, H. S, Lee, Y. H., Kim, M. S., Oh, H. W., Hahn, K. W., ... & Jeon, J. H. (2008). Elevated H 2 O 2
production via overexpression of a chloroplastic Cu/ZnSOD gene of lily (Lilium oriental hybrid ‘Marco Polo’) triggers
ethylene synthesis in transgenic potato. Plant cell rep. 27(6), 973-983.

103 Sewelam, N., Kazan, K., Thomas-Hall, S. R., Kidd, B. N., Manners, J. M., & Schenk, P. M. (2013). Ethylene response
factor 6 is a regulator of reactive oxygen species signaling in Arabidopsis. PloS one, 8(8), €70289.

104 Xia, X. J., Zhou, Y. H., Shi, K., Zhou, J., Foyer, C. H., & Yu, J. Q. (2015). Interplay between reactive oxygen species and
hormones in the control of plant development and stress tolerance. J exp bot. 66(10), 2839-2856.

105 Zhang, M., Smith, J. A. C., Harberd, N. P., & Jiang, C. (2016). The regulatory roles of ethylene and reactive oxygen species
(ROS) in plant salt stress responses. Plant Mol Biol. 91(6), 651-659.

106 Larkindale, J., & Huang, B. (2004). Thermotolerance and antioxidant systems in Agrostis stolonifera: involvement of
salicylic acid, abscisic acid, calcium, hydrogen peroxide, and ethylene. J Plant Physiol. 161(4), 405-413.

107 Kan, J., Che, J., Xie, H. Y., & Jin, C. H. (2011). Effect of 1-methylcyclopropene on postharvest physiological changes of
‘Zaohong’plum. Acta physiol plant. 33(5), 1669-1677.

108 Golemiec, E., Tokarz, K., Wielanek, M., & Niewiadomska, E. (2014). A dissection of the effects of ethylene, H202 and
high irradiance on antioxidants and several genes associated with stress and senescence in tobacco leaves. J Plant Physiol.
171(3-4), 269-275.

109 Kumar, G. and Knowles, N.R. (2003) Wound-induced superoxide production and PAL activity decline with potato tuber
age and wound healing ability. Physiol Plant. 117(1), 108-117.

110 Lv, S. F., Jia, M. Z,, Zhang, S. S., Han, S., & Jiang, J. (2019). The dependence of leaf senescence on the balance between
1-aminocyclopropane-1-carboxylate acid synthase 1 (ACS 1)-catalysed ACC generation and nitric oxide-associated 1
(NOS 1)-dependent NO accumulation in Arabidopsis. Plant Biology.

111 Freschi, L. (2013). Nitric oxide and phytohormone interactions: current status and perspectives. Front Plant Sci. 4, 398.

112 Liu, G. H., Liu, J., Hou, L. X., Tang, J., & Liu, X. (2009). NO may function in the downstream of Ca2+ in ethylene induced
stomatal closure in Vicia faba L. J mol cell boil. 42(2), 145-155.

113 She, X., & Song, X. (2012). Ethylene inhibits abscisic acid-induced stomatal closure in Vicia faba via reducing nitric oxide
levels in guard cells. New Zealand J bot. 50(2), 203-216.

114 Gibbs, D. J., Isa, N. M., Movahedi, M., Lozano-Juste, J., Mendiondo, G. M., Berckhan, S., ... & Bassel, G. W. (2014).
Nitric oxide sensing in plants is mediated by proteolytic control of group VII ERF transcription factors. Mol Cell. 53(3),
369-379.

115 Novikova, G. V., Mur, L. A,, Nosov, A. V., Fomenkov, A. A., Mironov, K. S., Mamaeva, A. S., ... & Hall, M. A. (2017).
Nitric oxide has a concentration-dependent effect on the cell cycle acting via EIN2 in Arabidopsis thaliana cultured
cells. Front physiol 8, 142.

116 National Center for Biotechnology Information. PubChem Database. CID=535,
https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/1-Aminocyclopropanecarboxylic-acid (accessed on July 22, 2019)

117 Peck, S.C., Pawlowski, K., Kende, H. (1998) Asymmetric responsiveness to ethylene mediates cell elongation ithe apical
hook of peas. Plant Cell. 10(5), 713.

118 Nascimento, F.X., Rossi, M.J., Glick, B.R., Soto, M.J., 2018. Ethylene and (ACC) in Plant — Bact Interact. 9, 1-17.

119 Finlayson, S. A., Foster, K. R., & Reid, D. M. (1991). Transport and Metabolism of 1-Aminocyclopropane-1-carboxylic
Acid in Sunflower (Helianthus annuus L.) Seedlings. Plant Physiol. 96(4), 1360-1367.

120 Vanderstraeten, L., & Straeten, D. Van Der. (2017). Accumulation and Transport of Acid ( ACC ) in Plants : Current
Status, Considerations for Future Research and Agronomic Applications. Front plant sci 8, 1-18.

121 Munné-Bosch, S., Lopez-Carbonell, M., Alegre, L., Van Onckelen, H.A. (2002) Effect of drought and high solar radiation
on 1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid and abscisic acid concentrations in Rosmarinus officinalis plants. Physiol Plant.
114(3), 380.

122 Grodzinski, B., Boesel, 1., Horton, R.F. (1982) The effect of light intensity on the release of ethylene from leaves. J exp
bot 33(6), 1185-1193.

123Abeles FB, Heggestad HE (1973) Ethylene: an urban air pollutant. J Air Pollut Control Assoc 23, 517-521.

124 Dubois M, Van den Broeck L, Inzé D (2018) The pivotal role of ethylene in plant growth Trends Plant Sci 23, 311-323.

125 Abeles FB. Morgan PW. Saltveit ME (1992) Regulation of ethylene production by internal, environmental and stress
factors. In: Abeles FB, Morgan PW, Saltveit ME (eds) Ethylene in plant biology, 2nd edn. Academic Press, London, pp
54-262

126 Toon GC, Blavier J-FL, Sung K (2018) Measurements of atmospheric ethene by solar absorption FTIR spectrometry.
Atmos Chem Phys 18:5075-5088.

127 Else M, Hall KC, Arnold GM, Davies WJ, Jackson MB (1995) Export of abscisic acid, 1-aminocyclopropane-1-carboxylic
acid, phosphate, and nitrate from roots to shoots of flooded tomato plants (accounting for effects of xylem sap flow rate on
concentration and delivery). Plant Physiol 107:377-384

128



128 Glick, B. R., Penrose, D. M., & Li, J. (1998). A model for the lowering of plant ethylene concentrations by plant growth-
promoting bacteria. J Theoret Biol. 190(1), 63-68.

129 Zaidi A, Khan MS, Ahmad E, Saif S, Rizvi A, Shadid M (2016) Growth stimulation and management of diseases of
ornamental plants using phosphate solubilizing microorganisms: current perspective. Acta Physiol Plant 38, 117.

130 Edelman, N. F., & Jones, M. L. (2014). Evaluating ethylene sensitivity within the family Solanaceae at different
developmental stages. Hort Sci. 49(5), 628-636.

131 Mensuali-Sodi, A., Panizza, M., Tognoni, F. (1995) Endogenous ethylene requirement for adventitious root induction and
growth in tomato cotyledons and lavandin microcuttings in vitro. Plant Growth Regul. 17(3), 205.

132 De Cnodder, T., Vissenberg, K., Van Der Straeten, D., Verbelen, J.P. (2005) Regulation of cell length in theArabidopsis
thaliana root by the ethylene precursor 1-aminocyclopropane- 1-carboxylic acid: a matter of apoplastic reactions. New
Phytologist. 168(3), 541.

133 Leblanc, A., Renault, H., Lecourt, J., Etienne, P., Deleu, C., & Le Deunff, E. (2008). Elongation Changes of Exploratory
and Root Hair Systems Induced by Aminocyclopropane Carboxylic Acid and Aminoethoxyvinylglycine Affect Nitrate
Uptake and BnNrt2.1 and BnNrt1.1 Transporter Gene Expression in Oilseed Rape. Plant Physiol. 146(4), 1928-1940.

134 Alarcon, M.V, Lloret, P.G., Iglesias, D.J., Talon, M., Salguero, J. (2009) Response of maize seedling roots to changing
ethylene concentrations. Russian J Plant Physiol, 56(4), 488.

135 Calvo-Polanco, M., Ibort, P., Molina, S., Ruiz-Lozano, J. M., Zamarrefio, A. M., Garcia-Mina, J. M., & Aroca, R. (2017).
Ethylene sensitivity and relative air humidity regulate root hydraulic properties in tomato plants. Planta, 246(5), 987-997.

136 Fuhrer, J. (1985). Production and Release of Ethylene from 1-aminocyclopropane-1-carboxylic Acid in Lemna minor L.
in the Dark and at Different Carbon Dioxide Compensation Concentrations. J Plant Physiol, 117(4), 307-317.

137 Yoon GM, Kieber JJ (2013) 1-Aminocyclopropane-1-carboxylic acid as a signalling molecule in plants. AoB Plants 5,
plt017.

138 Xu S-L, Rahman A, Baskin TL, Kieber JJ (2008) Two leucine-rich repeat receptor kinases mediate signalling, linking cell
wall biosynthesis and ACC synthase in Arabidopsis. Plant Cell 20:3065-3079

139 Tsang DL, Edmond C, Harrington JL, Nithse TS (2011) Cell wall integrity controls root elongation via a general 1-
aminocyclopropane-1-carboxylic acid-dependent pathway. Plant Physiol 156:596-604

140 Yin, J., Zhang, X., Zhang, G., Wen, Y., Liang, G., & Chen, X. (2019). Aminocyclopropane-1-carboxylic acid is a key
regulator of guard mother cell terminal division in Arabidopsis thaliana. J exp bot, 70(3), 963-972.

141 Pessarakli M., Szabolcs I. (1999): Soil Salinity and Sodicity as Particular Plant/Crop Stress Factors. In: Pessarakli M.(Ed.):
Handbook of plant and crop stress. Second edition. Marcel Dekker. New York. 1-15.

142 Hasegawa PM, Bressan RA, Zhu JK and Bohnert HJ (2000) Plant cellular and molecular responses to high salinity. Annu
Rev Plant Phys 51, 463-499.

143 Munns, R., Tester, M., 2008. Mechanisms of salinity tolerance. Annu. Rev. Plant Biol. 59, 651-681.

144 FAQO. 2005. Global Network on Integrated Soil Management for Sustainable Use of Salt-affected Soils. Rome, Italy: FAO
Land and Plant Nutrition Management Service. http://www.fao.org/ag/agl/agll/spush

145 FAOQ (2008) FAO Land and Plant Nutrition Management Service. http://www.fao.org/ag/agl/agll/spush [Verified 24 May
2010]

146 Kaleem, F., Shabir, G., Aslam, K., Rasul, S., Manzoor, H., Shah, S. M., & Khan, A. R. (2018). An Overview of the Genetics
of Plant Response to Salt Stress: Present Status and the Way Forward. Applied Biochem Biotech. 186(2), 306-334.

147 Taiz L., Zeiger E. (2006) Plant Physiol. Fourth edition. Sunderland. Massachusetts.

148 Németh T. (2005): Talajvédelem: Orszagos Talajvédelmi Stratégia tudomanyos hattere. Bp. Kornyezetvédelmi és Viziigyi
Minisztérium.

149 Yadav, S., Irfan, M., Ahmad, A., & Hayat, S. (2011). Causes of salinity and plant manifestations to salt stress: a review. J
Environ Biol. 32(5), 667.

150 Isayenkov V.S. (2012):Physiological and Molecular Aspects of Salt Stress in Plants. Cytology and Genetics. 46:302—318.

151 Poor P. (2013): Sostressz és szalicilsav indukalta élettani folyamatok Osszehasonlito vizsgalata paradicsomban:
akklimatizacio vagy programozott sejthalal. Ph.D. Thesis. Biologia doktori iskola, 2013. Szeged.

152 Park, H. J., Kim, W.-Y., & Yun, D.-J. (2016). A New Insight of Salt Stress Signaling in Plant. Molecules and Cells, 39(6),
447-459.

153 Evangelou P.V., McDonald Jr. L.M. (1999): Influence of Sodium on Soils of Humid Regions. In: Pessarakli M.(Ed.):
Handbook of plant and crop stress. Second edition. Marcel Dekker. New York. 17-50.

154 Garcia-Sanchez F., Jofon J., Carvajal M., Syvertsen J.P. (2002): Gas exchange, chlorophyll and nutrient contents in relation
to Na+ and Cl— accumulation in ‘Sunburst” mandarin grafted on different rootstocks. Plant Sci. 162, 705-712.

155 Munns R. (2002): Comparative physiology of salt and water stress. Plant Cell Environ. 25, 239-250.

156 Isayenkov, S. V., Maathuis, F.J.M., 2019. Plant Salinity Stress: Many Unanswered Questions Remain. Front. Plant Sci.

157 Speer M., Kaiser W.M. (1991): lon relations of symplastic and apoplastic space in leaves from Spinacia oleracea L. and
Pisum sativum L. under salinity. Plant Physiol. 97, 990-997.

158 Shabala S. (2009): Salinity and programmed cell death: unravelling mechanisms for ion specific signalling. J. Exp. Bot.
60, 709-712.

159 Cuin, T. A., Miller, A. J.,, Laurie, S. A., & Leigh, R. A. (2003). Potassium activities in cell compartments of salt-grown
barley leaves. J exp bot, 54(383), 657-661.,

160 Cuin, T. A., Betts, S. A., Chalmandrier, R., & Shabala, S. (2008). A root's ability to retain K+ correlates with salt tolerance
in wheat. J exp bot, 59(10), 2697-2706.

161 Berthomieu, P., Conéjéro, G., Nublat, A., Brackenbury, W. J., Lambert, C., Savio, C., ... & Gosti, F. (2003). Functional
analysis of AtHKT1 in Arabidopsis shows that Na+ recirculation by the phloem is crucial for salt tolerance. The EMBO
journal, 22(9), 2004-2014.

129



162 Stepien P., Ktobus G. (2006): Water relations and photosynthesis in Cucumis sativus L. leaves under salt stress. Biol Plant.
50, 610-616.

163 Bose, J., Munns, R., Shabala, S., Gilliham, M., Pogson, B., & Tyerman, S. D. (2017). Chloroplast function and ion
regulation in plants growing on saline soils: Lessons from halophytes. J exp bot, 68(12), 3129-3143.

164 Noreen Z., Ashraf M., Akram A.N. (2012): Salt-induced regulation of photosynthetic capacity and ion accumulation in
some genetically diverse cultivars of radish (Raphanus sativus L.). J. App. Bot. Food Q. 85:91-96.

165 Juan M., Rivero R. M., Romero L., Ruiz J. M. (2005): Evaluation of some nutritional and biochemical indicators in
selecting salt-resistant tomato cultivars. Environ. Exp. Bot. 54, 193-201.

166 Mehta P., Jajoo A., Mathur S., Bharti S. (2010): Chlorophyll a fluorescence study revealing effects of high salt stress on
Photosystem Il in wheat leaves. Plant. Physiol. Biochem. 48, 16-20.

167 Jiang, C., Belfield, E. J., Mithani, A., Visscher, A., Ragoussis, J., Mott, R., ... Harberd, N. P. (2012). ROS-mediated
vascular homeostatic control of root-to-shoot soil Na delivery in Arabidopsis. EMBO Journal, 31(22), 4359-4370.

168 Torre-Gonzalez, A., Navarro-Ledn, E., Albacete, A., Blasco, B., & Ruiz, J. M. (2017). Study of phytohormone profile and
oxidative metabolism as key process to identification of salinity response in tomato commercial genotypes. J Plant Physiol,
216(March), 164-173.

169 Corpas, F. J., Leterrier, M., Valderrama, R., Airaki, M., Chaki, M., Palma, J. M., & Barroso, J. B. (2011). Nitric oxide
imbalance provokes a nitrosative response in plants under abiotic stress. Plant Science, 181(5), 604-611.

170 Xie Y., Ling T., Han Y., Liu K., Zheng Q., Huang L., Yuan X., He Z., Hu B., Fang L., Shen Z., Yang Q., Shen W. (2008):
Carbon monoxide enhances salt tolerance by nitric oxide-mediated maintenance of ion homeostasis and up-regulation of
antioxidant defence in wheat seedling roots. Plant Cell Environ. 31, 1864-188.

171 Xu J,, Yin H,, Yang L., Xie Z.,Liu X. (2011): Differential salt tolerance in seedlings derived from dimorphic seeds of
Atriplex centralasiatica: from physiology to molecular analysis. Planta. 233, 859-871.

172 Liu Y., Wu R., Wan Q., Xie G., Bi Y. (2007): Glucose-6-phosphate dehydrogenase plays a pivotal role in nitric oxide-
involved defense against oxidative stress under salt stress in red kidney bean roots. Plant Cell Physiol. 48, 511-522.

173 Charrier A., Leli¢vre E., Limami A.M., Planchet E. (2013): Medicago truncatula stress associated protein 1 gene (MtSAP1)
overexpression confers tolerance to abiotic stress and impacts proline accumulation in transgenic tobacco. J. Plant Physiol.
170, 874-877.

174 Delledonne M., Zeier J., Marocco A., Lamb C. (2001): Signal interactions between nitric oxide and reactive oxygen
intermediates in the plant hypersensitive disease resistance response. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98, 13454-13459.

175 Corpas, F. J., Carreras, A., Valderrama, R., Chaki, M., Palma, J. M., del Rio, L. A., & Barroso, J. B. (2007). Reactive
nitrogen species and nitrosative stress in plants. Plant Stress, 1, 37-41.

176 Zeng C.L., Liu L., Wang B.R.,Wu M.X., Zhou Y. (2011): Physiological effects of exogenous nitric oxide on Brassica
juncea seedlings under NaCl stress. Biol. Plantarum. 55, 45-348.

177 Khan N., Siddiqui M., Mohammad M.H.F., Naeem M. (2012): Interactive role of nitric oxide and calcium chloride in
enhancing tolerance to salt stress. Nitric Oxide. 27, 210-218.

178 Zhang Y, Wang L, Liu Y, Zhang Q, Wei Q and Zhang W (2006) Nitric oxide enhances salt tolerance in maize seedlings
through increasing activities of proton-pump and Na+/H+ antiport in the tonoplast. Planta 224, 545-55

179 Camejo D, Romero-Puertas Mdel C, Rodriguez-Serrano M, Sandalio LM, Lazaro JJ, Jiménez A and Sevilla F (2013)
Salinity-induced changes in S-nitrosylation of pea mitochondrial proteins. J Proteomics 79,87-99.

180 Andronis EA and Roubelakis-Angelakis KA (2010) Short-term salinity stress in tobacco plants leads to the onset of animal-
like PCD hallmarks in planta in contrast to long-term stress. Planta 231,437-448

181 Huh GH, Damsz B, Matsumoto TK, Reddy MP, Rus AM, Ibeas JI, Narasimhan ML, Bressan RA and Hasegawa PM (2002)
Salt causes ion disequilibrium-induced programmed cell death in yeast and plants. Plant J 29,649-659

182 Affenzeller MJ, Darehshouri A, Andosch A, Liitz C and Liitz-Meindl U (2009) Salt stress-induced cell death in the
unicellular green alga Micrasterias denticulata. J Exp Bot 60,939-954.

183 Levitt J (1972) Responses of plants to environmental stresses. New York, Academic Press ISBN 0-12-445560-3 p569-665.

184 Whitlow TH, Bassuk NL, Ranney TG and Reichert DL (1992) An improved method for using electrolyte leakage to assess
membrane competence in plant tissues. Plant Physiol 98,198-205.

185 Demidchik V, Cuin TA, Svistunenko D, Smith SJ, Miller AJ, Shabala S, Sokolik A and Yurin V (2010) Arabidopsis root
K+-efflux conductance activated by hydroxyl radicals, single-channel properties genetic basis and involvement in stress-
induced cell death. J Cell Sci 123,1468-1479.

186 Fahad, S., Hussain, S., Matloob, A., & Ahmed, F. (2015). Phytohormones and plant responses to salinity stress, a review.
Plant growth regul. 75(2), 391-404.

187 Szepesi, A., Csiszar, J., Gémes, K., Horvath, E., Horvéth, F., Simon, M. L., & Tari, L (2009). Salicylic acid improves
acclimation to salt stress by stimulating abscisic aldehyde oxidase activity and abscisic acid accumulation, and increases
Na+ content in leaves without toxicity symptoms in Solanum lycopersicum L. J Plant Physiol, 166(9), 914-925.

188 Poor, P., Szopkd, D., & Tari, 1. (2012). Tonic homeostasis disturbance is involved in tomato cell death induced by NaCl
and salicylic acid. In Vitro Cellular and Developmental Biology - Plant, 48(3), 377-382.

189 Poor, P., & Tari, L. (2011). Ethylene-regulated reactive oxygen species and nitric oxide under salt stress in tomato cell
suspension culture. Acta Biol Szegediensis. 55(1), 143-146.

Retrieved from http,//www.scopus.com/inward/record.url?eid=2-s2.0
83255186950&partnerlD=40&md5=e10c96644cfe766c6104027359f3bc72

190 Wi SJ, Jang SJ, Park KY (2010) Inhibition of biphasic ethylene production enhances tolerance to abiotic stress by reducing
the accumulation of reactive oxygen species in Nicotiana tabacum. Mol Cells 30,37—49.

191 Jung J-Y, Shin R, Schachtman DP (2009) Ethylene mediates response and tolerance to potassium deprivation in
Arabidopsis. Plant Cell 21,607-621

192 Schachtman DP (2015) The role of ethylene in plant responses to K* deficiency. Front Plant Sci 6:1153.

130



193 Ryu, H., & Cho, Y. G. (2015). Plant hormones in salt stress tolerance. J Plant Biol, 58(3), 147-155.

194 Trivellini, A., Lucchesini, M., Ferrante, A., Carmassi, G., Scatena, G., Vernieri, P., & Mensuali-Sodi, A. (2016). Survive
or die? A molecular insight into salt-dependant signaling network. Environ Exp Botany. 132, 140-153.

195 Yang, Y., & Guo, Y. (2018). Unraveling salt stress signaling in plants. Journal of Integrative Plant Biology, 60(9), 796—
804.

196 Yang, L., Zu, Y. G., & Tang, Z. H. (2013). Ethylene improves Arabidopsis salt tolerance mainly via retaining K+in shoots
and roots rather than decreasing tissue Na* content. Environ Exp Bot, 86, 60—69.

197 Lin, Y., Yang, L., Paul, M., Zu, Y., & Tang, Z. (2013). Ethylene promotes germination of Arabidopsis seed under salinity
by decreasing reactive oxygen species: Evidence for the involvement of nitric oxide simulated by sodium nitroprusside.
Plant Physiol Biochem. 73, 211-218.

198 Sehar, Z., Masood, A., & Khan, N. A. (2019). Nitric oxide reverses glucose-mediated photosynthetic repression in wheat
(Triticum aestivum L.) under salt stress. Environ Exp Bot. 161, 277-289.

199 Li, X,, Pan, Y., Chang, B., Wang, Y., & Tang, Z. (2016). NO promotes seed germination and seedling growth under high
salt may depend on EIN3 protein in Arabidopsis. Front plant sci. 6, 1203.

200 Cao, W.-H., Liu, J., He, X.-J., Mu, R.-L., Zhou, H.-L., Chen, S.-Y., & Zhang, J.-S. (2007). Modulation of Ethylene
Responses Affects Plant Salt-Stress Responses. Plant Physiol, 143(2), 707-719.

201 Ghanem, M. E., Albacete, A., Martinez-Andujar, C., Acosta, M., Romero-Aranda, R., Dodd, I. C,, ... Pérez-Alfocea, F.
(2008). Hormonal changes during salinity-induced leaf senescence in tomato (Solanum lycopersicum L.). J exp bot, 59(11),
3039-3050.

202 Pérez-Alfocea, F., Ghanem, M.E., Gomez-Cadenas, A., Dodd, I.C., 2011. Omics of Root-to-Shoot Signaling Under Salt
Stress and Water Deficit. Omi. A J. Integr. Biol. 15, 893-901.

203 Hussain, S., Zhong, C., Bai, Z., Cao, X., Zhu, L., Hussain, A., ... Jin, Q. (2018). Effects of 1-Methylcyclopropene on Rice
Growth Characteristics and Superior and Inferior Spikelet Development Under Salt Stress. J Plant Growth Regul. 37(4),
1368-1384.

204 Abogadallah, G. M., Nada, R. M., Malinowski, R., & Quick, P. (2011). Overexpression of HARDY, an AP2/ERF gene
from Arabidopsis, improves drought and salt tolerance by reducing transpiration and sodium uptake in transgenic Trifolium
alexandrinum L. Planta, 233(6), 1265-1276.

205 Poodr, P., Gémes, K., Horvath, F., Szepesi, A., Simon, M. L., & Tari, I. (2011). Salicylic acid treatment via the rooting
medium interferes with stomatal response, CO2 fixation rate and carbohydrate metabolism in tomato, and decreases
harmful effects of subsequent salt stress. Plant Biol. Vol. 13, pp. 105-114.

206 Petd, A., Lehotai, N., Feigl, G., Tugyi, N., Orddog, A., Gémes, K., és mtsai., 2013. Nitric oxide contributes to copper
tolerance by influencing ROS metabolism in Arabidopsis. Plant Cell Rep. 32, 1913-1923

207 Lehotai, N., Pet6, A., Bajkan, Sz, Erdei, L., Tari, L., Kolbert, Zs, 201 1. In vivo and in situ visualization of early physiological
events induced by heavy metals in pea root meristem. Acta Physiol. Plant 33, 2199-2207.

208 Takacs, Z., Poor, P., Szepesi, A., & Tari, I. (2017). In vivo inhibition of polyamine oxidase by a spermine analogue, MDL-
72527, in tomato exposed to sublethal and lethal salt stress. Functi Plant Biol. 44(5), 480-492.

209 Bournonville GCF, Diaz-Ricci JC (2010) Quantitative determination of superoxide in plant leaves using a modified NBT
staining method. Phytochem Anal 22:268-271

210 Sims, D. A., & Gamon, J. A. (2002). Relationships between leaf pigment content and spectral reflectance across a wide
range of species, leaf structures and developmental stages. Remote sensing of environment, 81(2-3), 337-354.

211 Klughammer, C., & Schreiber, U. (2008). Complementary PS Il quantum yields calculated from simple fluorescence
parameters measured by PAM fluorometry and the Saturation Pulse method. PAM App Notes, 1(1), 27-35.

212 Lei, Y., Zheng, Y., Dai, K., Duan, B., & Cai, Z. (2014). Different responses of photosystem | and photosystem Il in three
tropical oilseed crops exposed to chilling stress and subsequent recovery. Trees, 28(3), 923-933.

213 Zhang, G., Liu, Y., Ni, Y., Meng, Z., Lu, T., & Li, T. (2014). Exogenous calcium alleviates low night temperature stress
on the photosynthetic apparatus of tomato leaves. PLoS ONE, 9(5), 1-12.

214 Dubois, M., Gilles, K. A., Hamilton, J. K., Rebers, P. T., & Smith, F. (1956). Colorimetric method for determination of
sugars and related substances. Anal chem. 28(3), 350-356.

215 Tari, I., Guoéth, A., Benyo, D., Kovacs, J., Podr, P., & Wodala, B. (2010). The roles of ABA, reactive oxygen species and
nitric oxide in root growth during osmotic stress in wheat: comparison of a tolerant and a sensitive variety. Acta Biol
Hungarica, 61(Supplement 1), 189-196.

216 Poor, P., Borbély, P. G., Bdodi, N., Bagyanszki, M., & Gorgényi Miklosné Tari, I. (2019b). Effects of salicylic acid on
photosynthetic activity and chloroplast morphology under light and prolonged darkness. Photosynthetica, 57, 367-376.
217 Laurentin, A., & Edwards, C. A. (2003). A microtiter modification of the anthrone-sulfuric acid colorimetric assay for

glucose-based carbohydrates. Anal biochem. 315(1), 143-145.

218 Bradford, M. M. (1976). A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram quantities of protein utilizing the
principle of protein-dye binding. Anal biochem. 72(1-2), 248-254.

219 Rossano, R., Larocca, M., & Riccio, P. (2011). 2-D zymographic analysis of Broccoli (Brassica oleracea L. var. ltalica)
florets proteases: follow up of cysteine protease isotypes in the course of post-harvest senescence. J Plant Physiol, 168(13),
1517-1525.

220 Takacs, Z., Poor, P., Borbély, P., Czékus, Z., Szalai, G., & Tari, I. (2018). H202 homeostasis in wild-type and ethylene-
insensitive Never ripe tomato in response to salicylic acid treatment in normal photoperiod and in prolonged darkness. Plant
Physiol and biochem. 126, 74-85.

221 Horvéth, E., Brunner, S., Bela, K., Papdi, C., Szabados, L., Tari, I., & Csiszar, J. (2015). Exogenous salicylic acid-triggered
changes in the glutathione transferases and peroxidases are key factors in the successful salt stress acclimation of
Avrabidopsis thaliana. Funct Plant Biol. 42(12), 1129-1140.

131



222 Gallé, A. (2010). Buzafajtak ozmotikus-és szérazsagstressz alatti akklimatizacidja, a glutation transzferdzok szerepe a
stresszvalaszban (Doctoral dissertation, szte).

223 Rozen S., Skaletsky H.J. (2000) Primer3 on the WWW for general users and for biologist programmers. In: Krawetz S.,
Misener S. (szerk.) Bioinformatics Methods and Protocols: Methods in Molecular Biology. Humana Press, Totowa, NJ, pp
365-386.

224 Livak K.J., Schmittgen T.D. (2001) Analysis of relative gene expression data using real-time quantitative PCR and the
2-AACt method. Methods. 25: 402-408.

225 Lovdal T., Lillo C. (2009) Reference gene selection for quantitative real-time PCR normalization in tomato subjected to
nitrogen, cold, and light stress. Anal Biochem. 387: 238-242.

226 Leclerq J., Adams-Phillips L.C., Zegzouti H., Jones B., Latche A., Giovanni J.J., Pech J.C., Bouzayen M. (2002) LeCTR1,
atomato CTR1-like gene, demonstrates ethylene signaling ability in Arabidopsis and novel expression patterns in tomato.
Plant Physiol. 130: 1132-1142.

227 Kubis, S.E., Castilho, AM.M.F., Vershinin, A.\V., Heslop-Harrison, J.S., 2003. Retroelements, transposons and
methylation statusin the genome of oil palm (Elaeis guineensis) and the relationship to somaclonal variation. Plant Mol.
Biol. 52, 69-79.

228 Wang T-W, Arteca RN (1992) Effects of low O2 root stress on ethylene biosynthesis in tomato plants (Lycopersicon
esculentum Mill cv Heinz 1350). Plant Physiol 98:97—100

229 Beyer Jr, E. M., & Morgan, P. W. (1970). A method for determining the concentration of ethylene in the gas phase of
vegetative plant tissues. Plant Physiol, 46(2), 352.

230 Schierle, J., & Schwark, A. (1988). Asymmetric synthesis and concentrations of ethylene in the hypocotyl hook of
Phaseolus vulgaris. J Plant Physiol, 133(3), 325-331.

231 Trujillo-Moya C, Gisbert C (2012) The influence of ethylene and ethylene modulators on shoot organogenesis in tomato.
Plant Cell Tiss Org Cult 1:11-41

232 Staal M, De Cnodder T, Simon D, Vandenbussche F, Van der Straeten D, Verbelen J-P, Elzenga T, Vissenberg K (2011)
Apoplastic alkalinization is instrumental for the inhibition of cell elongation in the Arabidopsis root by the ethylene
precursor 1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid. Plant Physiol 155, 2049—-2055

233 Saranga Y, Zamir D, Marani A, Rudich J (1993) Breeding tomatoes for salt tolerance, variations in ion concentrations
associated with response to salinity. J Am Soc Hort Sci 118, 405-408

234 Kocsy G, Tari I, Vankova R, Zechmann B, Gulyas Z, Podr P, Galiba G (2013) Redox control of plant growth and
development. Plant Sci 211, 77-91

235 Ashley MK, Grant M, Grabov A (2005) Plant responses to potassium deficiencies: a role for potassium transport proteins.
J Exp Bot 57, 425-436

236 Demidchik D (2014) Mechanisms and physiological roles of K* efflux from root cells. J Plant Physiol 171, 696-707

237 Shabala S, Pottosin | (2014) Regulation of potassium transport in plants under hostile conditions: implications for abiotic
and biotic stress tolerance. Physiol Plant 151, 257-279

238 Woodrow L, Thompson RG, Grodzinski B (1988) Effects of ethylene on photosynthesis and partitioning in tomato,
Lycopersicon esculentum Mill. J Exp Bot 39, 667-684

239 Qin, L., He, J., Lee, S.K., Dodd, I.C., 2007. An assessment of the role of ethylene in mediating lettuce (Lactuca sativa)
root growth at high temperatures. J. Exp. Bot. 58, 3017-3024.

240 Igbal N, Nazar R, Syeed S, Masood A, Khan NA (2011) Exogenously-sourced ethylene increases stomatal conductance,
photosynthesis, and growth under optimal and deficient nitrogen fertilization in mustard. J Exp Bot 62:4955-4963

241 Johnson NG (2011) Physiology of PSI cyclic electron transport in higher plants. Biochim Biophys Acta 1807:384—-389

242 Krause GH, Weis E (1991) Chlorophyll fluorescence and photosynthesis. the basics. Ann Rev Plant Physiol Plant Mol Biol
42:313-349

243 Miyake C, Miyata M, Shinzaki Y, Tomizawa K (2005) CO2 response of cyclic electron flow around PSI (CEF-PSI) in
tobacco leaves — relative electron fluxes through PSI and PSII determine the magnitude of non-photochemical quenching
(NPQ) of Chl fluorescence. Plant Cell Physiol. 46, 629-637

244 Keunen E, Peshev D, Vangronsveld J, Van Den Ende W, Cuypers A (2013) Plant sugars are crucial players in the oxidative
challenge during abiotic stress: extending the traditional concept. Plant Cell Environ 36, 1242-1255

245 Nishizawa A, Yabuta Y, Shigeoka S (2008) Galactinol and raffinose constitute a novel function to protect plants from
oxidative damage. Plant Physiol 147, 1251-1263

246 Peshev D, Van den Ende W (2013) Sugars as antioxidants in plants. In: Tuteja N, Gill SS (eds) Crop improvement under
adverse conditions. Springer, Berlin, pp 285-308

247 Poor, P., Kovacs, J., Szopkd, D., Tari, 1., 2013. Ethylene signaling in salt stress- and salicylic acid-induced programmed
cell death in tomato suspension cells. Protoplasma 250, 273-284.

248 Kalemba, E.M., Pukacka, S., 2014. Carbonylated proteins accumulated as vitalitydecreases during long-term storage of
beech (Fagus sylvatica L.) seeds. Trees 28, 503-515.

249 Petrov, V., Hille, J., Mueller-Roeber, B., Gechev, T.S., 2015. ROS-mediated abiotic stress-induced programmed cell death
in plants. Front. Plant Sci. 6, 69.

250 Monteiro, C.C., Carvalho, R.F., Grat~ao, P.L., Carvalho, G., Tezotto, T., Medici, L.O., Peres, L.E.P., Azevedo, R.A., 2011.
Biochemical responses of the ethylene insensitive Never ripe tomato mutant subjected to cadmium and sodium stresses.
Environ. Exp. Bot. 71, 306-320.

251 Arasimowicz-Jelonek, M., Floryszak-Wieczorek, J., Deckert, J., Ruciniska-Sobkowiak, R., Gzyl, J., Pawlak-Sprada, S., et
al., 2012. Nitric oxide implication in cadmium-induced programmed cell death in roots and signaling response of yellow
lupine plants. Plant Physiol. Biochem. 58, 124-134.

252 Chmielowska-Bak, J., Gzyl, J., Rucinska-Sobkowiak, R., Arasimowicz-Jelonek, M., Deckert, J., 2014. The new insights
into cadmium sensing. Front. Plant Sci. 5, 245.

132



253 Byczkowska, A., Kunikowska, A., Kazmierczak, A., 2013. Determination of ACCinduced cell-programmed death in roots
of Vicia faba ssp. minor seedlings by acridine orange and ethidium bromide staining. Protoplasma 250, 121-128.

254 Yakimova, E.T., Kapchina-Toteva, V.M., Laarhoven, L.J., Harren, F.M., Woltering, E.J., 2006. Involvement of ethylene
and lipid signalling in cadmium-induced programmed cell death in tomato suspension cells. Plant Physiol. Biochem. 44,
581-589.

255 Cervantes, E., Rodriguez, A., Nicolas, G., 1994. Ethylene regulates the expression of a cysteine proteinase gene during
germination of chickpea (Cicer arietinum L.). Plant Mol. Biol. 25, 207-215.

256 Jones, M.L., 2004. Changes in gene expression during senescence. In: Nood_en, L.D. (Ed.), Plant Cell Death Processes.
Academic Press, San Diego California, pp. 51-67.

257 Jones, M.L., Chaffin, G.S., Eason, J.R., Clark, D.G., 2005. Ethylene-sensitivity regulates proteolytic activity and cysteine
protease gene expression in petunia corollas. J. Exp. Bot. 56, 2733-2744.

258 Ye, Y., Li, Z,, Xing, D., 2013. Nitric oxide promotes MPK6-mediated caspase-3-like activation in cadmium-induced
Arabidopsis thaliana programmed cell death. Plant Cell Environ. 36, 1-15.

259 Kim, Y., Wang, M., Bai, Y., Zeng, Z., Guo, F., Han, N., et al., 2014. Bcl-2 suppresses activation of VVPEs by inhibiting
cytosolic Ca?* level with elevated Kt efflux in NaCl-induced PCD in rice. Plant Physiol. Biochem. 80, 168-175.

260 Rodriguez-Serrano, M., Romero-Puertas, M.C., Zabalza, A.N.A., Corpas, F.J., Gémez, M., Del Rio, L.A., Sandalio, L.M.,
2006. Cadmium effect on oxidative metabolism of pea (Pisum sativum L.) roots. Imaging of reactive oxygen species and
nitric oxide accumulation in vivo. Plant. Cell Environ. 29, 1532-1544.

261 Albacete, A., Ghanem, M. E., Martinez-Andgjar, C., Acosta, M., Sanchez-Bravo, J., Martinez, V., et al. & Pérez-Alfocea,
F. (2008). Hormonal changes in relation to biomass partitioning and shoot growth impairment in salinized tomato (Solanum
lycopersicum L.) plants. J exp bot, 59(15), 4119-4131.

262 ljaz, B., Formentin, E., Ronci, B., Locato, V., Barizza, E., Hyder, M.Z., Schiavo, F. Lo, Yasmin, T., 2019. Salt tolerance
in indica rice cell cultures depends on a fine tuning of ROS signalling and homeostasis. PL0oS One 14, 1-27.

263 Carvalho, R.F., Aidar, S.T., Azevedo, R.A., Dodd, I.C., Peres, L.E.P., 2011. Enhanced transpiration rate in the high pigment
1 tomato mutant and its physiological significance Plant Biol. 13(3), 546-550..

264 Takemura, T., Hanagata, N., Dubinsky, Z., Karube, I., 2002. Molecular characterization and response to salt stress of
mRNAs encoding cytosolic Cu/Zn superoxide dismutase and catalase from Bruguiera gymnorrhiza. Trees - Struct. Funct.
16, 94-99.

265 Demir, Y., Oztiirk, L., 2004. Influence of ethephon and 2,5-norbornadiene on antioxidative enzymes and proline content
in salt-stressed spinach leaves. Biol. Plant. 47, 609-612.

266 Peng, J., Li, Z., Wen, X., Li, W., Shi, H., Yang, L., Zhu, H., Guo, H., 2014. Salt-Induced Stabilization of EIN3/EIL1
Confers Salinity Tolerance by Deterring ROS Accumulation in Arabidopsis. PLoS Genet. 10.

267 Wang, Q., Dodd, I.C., Belimov, A.A., lJiang, F., 2016. Rhizosphere bacteria containing 1-aminocyclopropane-1-
carboxylate deaminase increase growth and photosynthesis of pea plants under salt stress by limiting Na* accumulation.
Funct. Plant Biol. 43, 161-172.

268 Holzmeister, C., Gaupels, F., Geerlof, A., Sarioglu, H., Sattler, M., Durner, J., Lindermayr, C., 2015. Differential inhibition
of Arabidopsis superoxide dismutases by peroxynitrite-mediated tyrosine nitration. J. Exp. Bot. 66, 989-999.

269 Dugas, D. V., Bartel, B., 2008. Sucrose induction of Arabidopsis miR398 represses two Cu/Zn superoxide dismutases.
Plant Mol. Biol. 67, 403-417.

270 Gharsallah, C., Fakhfakh, H., Grubb, D., Gorsane, F., 2016. Effect of salt stress on ion concentration, proline content,
antioxidant enzyme activities and gene expression in tomato cultivars. AoB Plants 8.

271 Marti, M.C., Florez-Sarasa, ., Camejo, D., Ribas-Carbo, M., Lazaro, J.J., Sevilla, F., Jiménez, A., 2011. Response of
mitochondrial thioredoxin PsTrxol, antioxidant enzymes, and respiration to salinity in pea (Pisum sativum L.) leaves. J.
Exp. Bot. 62, 3863-3874.

272 Lazaro, J.J., Jiménez, A., Camejo, D., Iglesias-Baena, 1., Marti, M. del C., Lazaro-Payo, A., Barranco-Medina, S., Sevilla,
F., 2013. Dissecting the integrative antioxidant and redox systems in plant mitochondria. Effect of stress and S-
nitrosylation. Front. Plant Sci. 4, 1-20

273 Vandelle, E., Delledonne, M., 2011. Peroxynitrite formation and function in plants. Plant Sci. 181, 534-539.

274 Mittal, S., Kumari, N., & Sharma, V. (2012). Differential response of salt stress on Brassica juncea: photosynthetic
performance, pigment, proline, D1 and antioxidant enzymes. Plant Physiol and Biochem. 54, 17-26.

275 Jiang, M., Ye, Z. hong, Zhang, H. juan, Miao, L. xiang, 2019. Broccoli Plants Over-expressing an ERF Transcription
Factor Gene BoERF1 Facilitates Both Salt Stress and Sclerotinia Stem Rot Resistance. J. Plant Growth Regul. 38, 1-13.

276 Kurepa, J., Hérouart, D., Van Montagu, M., Inz¢, D., 1997. Differential Expression of CuZn- and Fe-Superoxide Dismutase
Genes of Tobacco during Development, Oxidative Stress, and Hormonal Treatments. Plant Cell Physiol. 38, 463-470.

277 Hernandez, J.A., Corpas, F.J., Gomez, M., del Rio, L.A., Sevilla, F., 1993. Salt-induced oxidative stress mediated by
activated oxygen species in pea leaf mitochondria. Physiol. Plant. 89, 103-110.

278 Badawi, G.H., Yamauchi, Y., Shimada, E., Sasaki, R., Kawano, N., Tanaka, Kunisuke, Tanaka, Kiyoshi, 2004. Enhanced
tolerance to salt stress and water deficit by overexpressing superoxide dismutase in tobacco (Nicotiana tabacum)
chloroplasts. Plant Sci. 166, 919-928.

279 Menezes-Benavente, L., Teixeira, F.K., Kamei, C.L.A., Margis-Pinheiro, M., 2004. Salt stress induces altered expression
of genes encoding antioxidant enzymes in seedlings of a Brazilian indica rice (Oryza sativa L.). Plant Sci. 166, 323-331.

280 Wang, M., Wang, Y., Zhang, Y., Li, C,, Gong, S., Yan, S, Li, G, Hu, G., Ren, H., Yang, J., Yu, T, Yang, K., 2019.
Comparative transcriptome analysis of salt-sensitive and salt-tolerant maize reveals potential mechanisms to enhance salt
resistance. Genes and Genomics 1-21.

281 Bonifacio, A., Martins, M.O., Ribeiro, C.W., Fontenele, A. V., Carvalho, F.E.L., Margis-Pinheiro, M., Silveira, J.A.G.,
2011. Role of peroxidases in the compensation of cytosolic ascorbate peroxidase knockdown in rice plants under abiotic
stress. Plant, Cell Environ. 34, 1705-1722.

133



282 Karthikeyan, B., Joe, M.M,, Islam, M.R., Sa, T., 2012. ACC deaminase containing diazotrophic endophytic bacteria
ameliorate salt stress in Catharanthus roseus through reduced ethylene levels and induction of antioxidative defense
systems. Symbiosis 56, 77-86.

283 Pérez-Alfocea, F., Albacete, A., Ghanem, M. E., & Dodd, I. C. (2010). Hormonal regulation of source - sink relations to
maintain crop productivity under salinity: a case study of root-to-shoot signalling in tomato. Funct. Plant Biol. 37(7), 592.

284 Parida, A.K., Das, A.B., 2005. Salt tolerance and salinity effects on plants: A review. Ecotoxicol. Environ. Saf. 60, 324—
349.

285 Yang, Z., Wang, M., Sun, Ling, Lu, S., Bi, D., Sun, Le, Song, Z., Zhang, S., Zhou, S., Liu, J., 2014. The Membrane-
Associated Transcription Factor NAC089 Controls ER-Stress-Induced Programmed Cell Death in Plants PLoS genetics,
10(3), e1004243.

286 Hussain, S., Bai, Z., Huang, J., Cao, X., Zhu, L., Zhu, C., Khaskheli, M.A., Zhong, C., Jin, Q., Zhang, J., 2019. 1-
Methylcyclopropene Modulates Physiological, Biochemical, and Antioxidant Responses of Rice to Different Salt Stress
Levels. Front. Plant Sci. 10, 1-18.

287 Khan, M.L.R., Asgher, M., Khan, N.A., 2014. Alleviation of salt-induced photosynthesis and growth inhibition by salicylic
acid involves glycinebetaine and ethylene in mungbean (Vigna radiata L.). Plant Physiol. Biochem. 80, 67—74.

288 Sedigheh, H. G., Mortazavian, M., Norouzian, D., Atyabi, M., Akbarzadeh, A., Hasanpoor, K., & Ghorbani, M. (2011).
Oxidative stress and leaf senescence. BMC research notes, 4(1), 477.

289 Scharte, J., Schon, H., Weis, E., 2005. Photosynthesis and carbohydrate metabolism in tobacco leaves during an
incompatible interaction with Phytophthora nicotianae. Plant, Cell Environ. 28, 1421-1435.

290 Che-Othman, M.H., Millar, A.H., Taylor, N.L., 2017. Connecting salt stress signalling pathways with salinity-induced
changes in mitochondrial metabolic processes in Cs plants. Plant Cell Environ. 40, 2875-2905.

291 El-Hendawy, S.E., Hu, Y., Schmidhalter, U., 2005. Growth, ion content, gas exchange, and water relations of wheat
genotypes differing in salt tolerances. Aust. J. Agric. Res. 56, 123.

292 Wang, H., Huang, J., Bi, Y., 2010c. Induction of alternative respiratory pathway involves nitric oxide, hydrogen peroxide
and ethylene under salt stress. Plant Signal. Behav. 5, 1636-1637.

293 Kingston-Smith, A.H., Thomas, H., Foyer, C.H., 1997. Chlorophyll a fluorescence, enzyme and antioxidant analyses
provide evidence for the operation of alternative electron sinks during leaf senescence in a stay-green mutant of Festuca
pratensis. Plant, Cell Environ. 20, 1323-1337.

294 Wang, P., Du, Y., Zhao, X., Miao, Y., & Song, C. P. (2013). The MPK6-ERF6-ROS-responsive cis-acting Element7/GCC
box complex modulates oxidative gene transcription and the oxidative response in Arabidopsis. Plant Physiol, 161(3),
1392-1408.

295 Killi, D., Haworth, M., 2017. Diffusive and Metabolic Constraints to Photosynthesis in Quinoa during Drought and Salt
Stress. Plants 6, 49.

296 Hodges, M., Dellero, Y., Keech, O., Betti, M., Raghavendra, A.S., Sage, R., Zhu, X.G., Allen, D.K., Weber, A.P.M., 2016.
Perspectives for a better understanding of the metabolic integration of photorespiration within a complex plant primary
metabolism network. J. Exp. Bot. 67, 3015-3026.

297 Foyer, C.H., Shigeoka, S., 2011. Understanding Oxidative Stress and Antioxidant Functions to Enhance Photosynthesis.
Plant Physiol. 155, 93-100.

298 Kramer, D.M., Johnson, G., Kiirats, O., Edwards, G.E., 2004. New fluorescence parameters for the determination of Q A
redox state and excitation energy fluxes. Photosynth. Res. 79, 209-218.

299 Murchie, E.H., Lawson, T., 2013. Chlorophyll fluorescence analysis: A guide to good practice and understanding some
new applications. J. Exp. Bot. 64, 3983-3998.

300 Win, K.T., Fukuyo, T., Keiki, O., Ohwaki, Y., 2018. The ACC deaminase expressing endophyte Pseudomonas spp.
Enhances NaCl stress tolerance by reducing stress-related ethylene production, resulting in improved growth,
photosynthetic performance, and ionic balance in tomato plants. Plant Physiol. Biochem. 127, 599-607.

301 Chen, Z., Gallie, D.R., 2015. Ethylene Regulates Energy-Dependent Non-Photochemical Quenching in Arabidopsis
through Repression of the Xanthophyll Cycle. PLoS One 10, 1-41.

302 Huang, W., Yang, Y. J., & Zhang, S. B. (2019). Photoinhibition of photosystem | under fluctuating light is linked to the
insufficient ApH upon a sudden transition from low to high light. Environ Exp Bot, 160, 112-119.

303 Zaghdoudi, M., Msilini, N., Govindachary, S., Lachaal, M., Ouerghi, Z., Carpentier, R., 2011. Inhibition of photosystems
i and Il activities in salt stress-exposed Fenugreek (Trigonella foenum graecum). J. Photochem. Photobiol. B Biol. 105,
14-20.

304 Khan, M. I. R., & Khan, N. A. (2014). Ethylene reverses photosynthetic inhibition by nickel and zinc in mustard through
changes in PS Il activity, photosynthetic nitrogen use efficiency, and antioxidant metabolism. Protoplasma, 251(5), 1007-
1019.

305 Manaa, A., Mimouni, H., Wasti, S., Gharbi, E., Terras, A., Ahmed, H. Ben, 2014. Characterization of transgenic
Arabidopsis and tomato plants antisensed for the ethylene receptor gene CcEIN4 under NaCl stress. J. Plant Interact. 9,
539-549.

306 Brown, H. D., Jackson, R. T., & Dupuy, H. J. (1964). Transport of sugar in Allium: effects of inhibitors and
ethylene. Nature, 202(4933), 722.

307 Kepczynska, E., & Zielinska, S. (2013). The role of endogenous ethylene in carbohydrate metabolism of Medicago sativa
L. somatic embryos in relation to their regenerative ability. J plant growth regul 32(1), 191-199.

308 Wuriyanghan, H., Zhang, B., Cao, W. H., Ma, B., Lei, G., Liu, Y. F., ... & Cao, Y. R. (2009). The ethylene receptor ETR2
delays floral transition and affects starch accumulation in rice. The Plant Cell, 21(5), 1473-1494.

309 MacNeill, G.J., Mehrpouyan, S., Minow, M.A.A., Patterson, J.A., Tetlow, 1.J., Emes, M.J., (2017). Starch as a source,
starch as a sink: the bifunctional role of starch in carbon allocation. J. Exp. Bot. 68, 4433-4453.

134



310 Krasensky, J., Jonak, C., (2012). Drought, salt, and temperature stress-induced metabolic rearrangements and regulatory
networks 1-16.

311 Keiper FJ, D.M. Chen, L.F. De Filippis (1998). Respiratory, Photosynthetic and Ultrastructural Changes Accompanying
Salt Adaptation in Culture of Eucalyptus microcorys. J. Plant Physiol. 152, 564-573.

135



10. Publikacios lista
MTMT azonosité: 10037573

A doktori eljaras alapjat képezo 2 db kézlemény:

Borbély P, Bajkan Sz, Poor P, Tari I (2019) Exogenous 1-amiocyclopropane-1-carboxylic acid controls
photosynthetic activity, accumulation of reactive oxygen or nitrogen species and macroelement content
in tomato in long-term experiments. Journal of Plant Growth Regulation. 1-17. IF: 2,179 (2018)

Péter Poor, Judit Kovacs, Péter Borbély, Zoltan Takacs, Agnes Szepesi, Irma Tari (2015) Salt stress-induced
production of reactive oxygen- and nitrogen species and cell death in the ethylene receptor mutant Never
ripe and wild type tomato roots Plant Physiol and Biochemistry 97:pp. 313-322. IF: 2,756
Nyilvanos idézok 6sszesen: 14 Filiggetlen: 10 Filiggo: 4

Referalt folyoiratban megjelent kézlemények:

Poor, Péter; Borbély, Péter; Czékus, Zalan; Takéics, Zoltan; Ordog, Attila; Popovi¢, Boris; Tari, Irma (2019)
Comparison of changes in water status and photosynthetic parameters in wild type and abscisic acid-
deficient sitiens mutant of tomato (Solanum lycopersicum cv. Rheinlands Ruhm) exposed to sublethal
and lethal salt stress Journal of Plant Physiology 232, pp. 130-140, 11 p. IF: 2,825

Poodr P, Borbély P, Bédi N, Bagyanszky M, Tari I (2019) Effect of salicylic acid on photosynthetic activity and
chloroplast morfology under light and prolonged darkness. Photosynthetica 57, 367-376. IF: 2,365

Zoltan Takacs; Péter Poor; Péter Borbély; Zalan Czékus; Gabriella, Szalai; Irma Tari (2018) H20, homeostasis in
wild-type and ethylene-insensitive Never ripe tomato in response to salicylic acid treatment in normal
photoperiod and in prolonged darkness Plant Physiology and Biochemistry, 126, pp. 74-85. IF: 3,404

Poor P, Takacs Z, Patyi G, Borbély P, Becsik O, Szekeres A, Tari | (2018) Dark-induced changes in the activity
and the expression of tomato hexokinase genes depend ont he leaf age. South African Journal of Botany,
118, 98-104. IF: 1,504

Poor P, Ordég A, Czékus Z, Borbély P, Takécs Z, Kovécs J, Tari I (2018) Regulation of the key antioxidant
enzymes by developmental processes and environmental stresses in the dark. Biologia Plantarum 62, pp
201-210. IF: 1,384

Poér P, Borbély P, Kovécs J , Papp A, Szepesi A , Takacs Z , Tari I (2014) Opposite extremes in ethylene/nitric
oxide ratio induce cell death in cell suspension culture and in root apices of tomato exposed to salt stress.
Acta Biologica Hungarica 65:pp. 428-438. IF: 0,589

Osszesitett 1F: 17,007
Egyéb folydiratcikkek:

Orban Cs., Csajbok Cs., E. Hegediis N., Borbély P. (2015): Alteration of peroxidase activity, chlorophyll
content and antioxidant-capacity of corn salad (Valerianella locusta) during storage. BioTechnology:
An Indian Journal. 11(2):66-70.

A doktori disszertaciohoz kapcsol6dé konferencia kozlemények:

Borbély Péter; Poor Péter; Hegedlis Dora; Tari Irma (2019) Oxidativ stresszvalasz kialakulasa kiilonboz6 etilén
statusza paradicsomban séstressz alatt In: Podr Péter; Blazovics Anna (szerk.) Magyar Szabadgyok-
Kutatdo Tarsasag X. Kongresszusa: Program és Osszefoglalok Szeged, Magyarorszag: Szegedi
Tudomanyegyetem, (2019) p. 26

Borbély Péter, Poor Péter, Tari Irma (2018) Az etilén prekurzor, 1-aminociklopropan-1-karbonsav hatasa
paradicsomnévények fotoszintetikus aktivitisara Hazai Fotoszintézis-kutatok Talalkozdja 2018.
november 7-9. Matrafiired (eléadés)

Borbély P, Czékus Z, Hegediis D, Kurtulus G, Péter P, Tari 1. (2017) Az etilén szerepe a reaktiv oxigén- és
Magyar Szabadgyok-Kutatd Tarsasag 9. Kongresszusa, 2017. aug. 25-26., G6dol16, Absztraktgytlijtemény
25. old. (eladas)

Péter Borbély, Zoltan Takacs, Orsolya Csikos, Péter Poor, Irma Tari (2017) Exogenous ACC treatment affects
photosynthetic activity and related parameters of tomato plants by a concentration dependent manner. A
Magyar N6vénybiologiai Tarsasag 12. kongresszusa, Szeged, 2017. aug. 30-szept. 1. (poszter)

Péter Borbély, Péter Podr, Gabor Patyi, Irma Tari (2015) Effect of Ethylene Precursor ACC Pre-Treatment on
Photosynthesis ~ Under  Salt Stress In: Jian-kang  Zhu, Alisher  Touraev  (szerk.)
Plant Abiotic Stress Tolerance III: Programme and Abstracts. Konferencia helye, ideje: Bécs, Ausztria,
2015.06.29.p. 63 (poszter)

136



Egyéb kozlemények, poszterek, konferencia kozlemények

Marschall Marianna, Borbély Péter (2018) Ujranedvesedés alatti fényvédelmi és regeneracios mechanizmusok
hattérfolyamatainak, komponenseinek vizsgalata kiszaradastird és kiszaradasérzékeny mohafajokban.
Hazai Fotoszintézis-kutatok Talalkozoja 2018. november 7-9. Matrafiired (el6adas)

Marschall, M; Borbély, P ; Pné-Koénya, E ; Siitd, Sz: Background processes and the components of photoprotection
and regeneration under rehydration in desiccation-tolerant and desiccation-sensitive bryophytes Paper:
29, 1 p. In:Plant Biology Europe 2018 Conference : Photosynthesis Diversity Copenhagen, Dania (2018)
p. 1 (poszter)

Zalan, Czékus; Orsolya, Csikos; Dora, Hegediis ; Péter, Borbély ; Attila, Orddg ; Péter, Poor: Investigation of dark
modulated endoplasmatic reticulum (ER) stress in tomato plants p. 116 In: Tamas, Laszl6; Zelenyanszki,
Helga (szerk.) Fiatal Biotechnologusok Orszagos Konferenciaja "FIBOK 2018": Abstract Book, Szeged,
Magyarorszag: JATEPress Kiadd, (2018) (eléadas)

Poor Péter, Czékus Zalan, Borbély Péter, Takacs Zoltan, Tari Irma: Novényi antioxidans enzimek szalicilsav
kezelést kovetd etilénfliggd szabalyozasa sotétben In: Mézes Miklos (szerk.) Magyar Szabadgyok-Kutatd
Tarsasag IX. Kongresszusa és az MTA EKB Mikroelem Munkabizottsagianak Tudomanyos Ulése.
2017.08.25 Go6dollo, Magyarorszag. (eléadas)

Marschall M, Borbély P, Siité Sz (2017) Ujranedvesedés alatti fényvédelmi és regeneracidés mechanizmusok
hattérfolyamatainak, komponenseinek vizsgalata kiszaradastiir és kiszaradasérzékeny mohafajokban In:
Gyorgyey Janos (szerk.) A Magyar Novénybiologiai Tarsasag XII. Kongresszusa. 72 p. 2017.08.30.
Szeged, Magyarorszag. (eldadas)

Kovacs J, Poor P, Borbély P, Czékus Z, Tari 1 (2017) Sostresszre adott valaszreakciok paradicsomban:
nitrogénmonoxid, reaktiv oxigénformak és proteolizis indukcidja abszcizinsav hianyos paradicsom
mutansokban. A Magyar Szabadgyok-Kutatdé Tarsasag 9. Kongresszusa, 2017. aug. 25-26., G6dollo,
Absztraktgytijtemény 24. old. (el6adas)

Poor Péter; Zoltan, Takacs ; Péter, Borbély ; Zalan, Czékus ; Irma, Tari (2017) Ethylene dependent changes in
hydrogen-peroxide homeostasis after salicylic acid treatment in tomato p. 21 In: Andreas, Bachmair;
Alisher, Touraev (szerk.) International Conference Plant Molecular Physiology:Programme and Abstracts
(2017) 2017.02.23 (poszter)

Poor Péter, Judit Kovacs, Agnes Szepesi, Péter Borbély, Gabor Patyi, Irma Tari (2016) Salt stress-induced
oxidative stress in ethylene signaling mutant, Never ripe tomato. HUSBR/1203/221/173
~PLANTTRAIN": Joint development of higher education and training programmes in plant biology in
support of knowledge-based society. Closing Conference. 2016.05.23. Novi Sad. Serbia. (el 6adas)

Zoltan Takacs, Zalan Czékus, Péter Poor, Péter Borbély, Irma Tari (2016) Effect of light on the salicylic-induced
oxidative stress in tomato. HUSBR/1203/221/173 ,,PLANTTRAIN": Joint development of higher
education and training programmes in plant biology in support of knowledgebased society. Closing
Conference. 2016.05.23. Novi Sad. Serbia (el6adas)

Péter Poor, Zoltan Takacs, Péter Borbély, Zalan Czékus, Gabor Patyi, Irma Tari (2016) Involvement of ethylene
in hydrogenpepoxide metabolism in the leaves of salicylic acid treated tomato. Plant Biology Europe
EPSO/FESPB 2016 Congress. 2016.06.26 Praga, Csehorszag (poszter)

Péter Poor, Zalan Czékus, Gabor Patyi, Péter Borbély, Judit Kovacs, Zoltan Takacs, Irma Tari: Investigation of
Salt Stress-induced Changes in Water Status, Photosynthetic Parameters and Cysteine Protease Activity
in Wild Type and Abscisic Acid-Deficient Sitiens Mutant of Tomato (Solanum Lycopersicum cv.
Rheinland Ruhm). In: Andreas Bachmair, Klaus Palme, Alisher Touraev (szerk.) Programme and
Abstracts: Plant Model Species: Fundamentals and Applications. 2016.02.04. Bécs. Ausztria. p.23.
(poszter)

Tari Irma, Borbély Péter, Csiszar Jolan , Horvath Edit , Poor Péter, Szepesi Agnes , Takacs Zoltan (2016)
Szalicilsav kémiai edzés hatasa a paradicsom sostressz tolerancidjara In: Rajnai Zoltan, Fregan Beatrix ,
Marosné¢ Kuna Zsuzsanna (szerk.) Tanulmanykétet a 7. BBK eléadasaibol. 1-2. kétet . 1159 p.
Konferencia helye, ideje: Budapest, Magyarorszag , 2016.05.19 -2016.05.20. Budapest: Obudai Egyetem,
Banki Donat Gépész és Biztonsagtechnikai Mérnoki Kar, 2016. pp. 407-416. (ISBN:978-615-5460-97-
5) (el6adas és kiadvany)

Podr, P., Kovdcs, J., Borbély, P., Takdacs, Z., Szepesi, A., Tari, L. (2015) Sostressz indukalt valtozasok a reaktiv
paradicsomban. A Magyar Szabadgyok-Kutato Tarsasag VIII. Kongresszusa, Budapest, 2015. november
5-6. Absztraktfiizet, pp. 32.

Péter Poor, Attila Ordog , Barnab4s Wodala , Péter Borbély , Ionel Samfira , Monica Butnariu , Déra Hegediis ,
Katalin Szab6 , Attila Pécsvaradi , Irma Tari (2015) Effect of Salinity Stress on Ion Accumulation and on
the Photosynthetic Activity of a New Energy Plant, Phalaris arundinacea Cultivars. In: Alapi Tiinde,

137



[lisz Istvan (szerk.) Proceedings of the 21st International Symposium on Analytical and Environmental
Problems . 445 p. Konferencia helye, ideje: Szeged, Magyarorszag , 2015.09.28 Szeged: Szegedi
Tudomanyegyetem Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszék, 2015. p. 392-4.(ISBN:978-963-306-411-5)
(poszter és kiadvany)

Péter Poor, Zoltan Takacs, Péter Borbély, Agnes Szepesi, Irma Tari (2015) Light and Darkness Modulate the
Oxidative Burst And Enzymatic Antioxidant Systems In Salicylic Acid-Treated Tomato Leaf In: Laura
De Gara, Massimo Delledonne (szerk.) 12th International Conference on Reactive Oxygen and Nitrogen
Species in Plants: from model systems to field. Konferencia helye, ideje: Verona, Olaszorszag,
2015.06.24-2015.06.26.p. 111. (poszter)

Agnes Szepesi, Péter Borbély, Agnes Hurton, Zoltan Takacs, Szabolcs Toth, Izabella Kovacs, Christian
Lindermayr, Irma Tari (2015) Polyamine catabolism under salt stress: inhibiting diamine oxidase by
aminoguanidine. In: Irma Tari, Déaniel Benyo Joint development of higher education and training
programmes in plant biology in support of knowledge-based society: Opening Conference, BOOK OF
ABSTRACTS. 2015.04.20 Szeged, Magyarorszag, Szeged: p. 12. 1 p. (el6adas)

Tari Irma, Borbély Péter , Csiszar Jolan , Gémes Katalin , Horvath Edit , Kovacs Judit ,Poor Péter, Szepesi Agnes,
Takacs Zoltan (2014) Sostressz tolerancia fokozasa szalicilsavval paradicsomban: az abszcizinsav
szerepe. In: Fodor F (szerk.) Paal Arpadtol a molekularis novénybiol dgiaig: Tudoményos iilés Paal Arpad
sziiletésének 125. és intézetigazgatodi kinevezésének 85. évforduldja alkalmabol. Konferencia helye, ideje:
Budapest , Magyarorszag, 2014.12.16 Budapest: ELTE Bioldgiai Intézet Novényélettani és Molekularis
Novénybiologiai Tanszék, 2014. pp. 55-59. (ISBN:978-963-284-561-6) (elbadas és kiadvany)

Poor Péter, Kovacs Judit, Borbély Péter Gabor, Takacs Zoltan, Szepesi Agnes, Tari Irma (2015) Exogén NO hatéasa
a sostressz indukalt fiziologiai valaszreakciokra paradicsomban. Magyar Tudoméany Unnepe, Az MTA
SZAB Biologiai Szakbizottsag iinnepi tudomanyos iilése, Reprezentativ el6adasok a biologiai
munkabizottsagok kutatasi teriileteir6l. 2014. november 26: Szeged. Magyarorszag. (eldadas)

Péter Borbély, Péter Poor, Judit Kovacs, Zoltan Takéacs, Gabor Patyi, Agnes Szepesi, Irma Tari (2015) Exogenous
sodium nitroprusside alleviates salt-induced changes in photosynthesis of tomato leaves. In: Gyorgyey J
(szerk.): 11th Congress of the Hungarian Society of Plant Biology: Book of Abstracts.: MTA Szegedi
Biologiai Kozpont, Szeged, Magyarorszag, p. 61. 2014.09.27. (poszter)

138



11. Nyilatkozat
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13. Mellékletek

1. melléklet A qRT-PCR analizishez hasznalt oligonukleotid primer parok

Gén neve Rovidités Azonositd Irany Szekvencia (5°-3)
Elongdcios faktor 1 SIEFla Solyc06g005060 ;Z:/Vevfzrd g&%ﬁgiﬁgﬁggiﬁgﬁgéﬁe
Forward CGGAGAGGGAGCCTGAGAA
18S riboszomdlis RNS  SIL8SrRNS ~ GQ280796 R‘;:/":fzr T T A AT CaGT AATTT
T
Vas-szuperoxid-dizmutéz SIFeSOD  Solyc06g048410 ;Z:/Vevfzrd QZECA(;TA%CGTCCCCCTTT GATT CS:'I"AC?S G
— ot a0 NG GATGATGITIGICICCCAACS
Katalaz 2 SIKAT2 Solyc02g082760 ;Z:/V:fzrd ?ﬁ‘;g‘g‘g:f gggg c(::;,CAI;TcCA
i worn vt ooty
Aszkorbdt-peroxiddz I SIAPXL  Solyc06g005160 ;Z:/Vevfzrd g{ﬁgggglgg;ﬁgﬁé G
Aszkorbdt-peroxiddz2  SIAPX2  Solyc06g005150 ;Z:/Vevfzrd g;?g;i;?;iﬂggﬁ?ﬁ
NADPH-oxidaz (RBOH1) SIRBOH1  Solyc08g081690 ;Z:/V:fzrd ;igii?ggé‘mzfgi?

Az NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) és a Sol Genomics (http://solgenomics.net/) adatbazisok segitségével azonositott
szekvencidkra a Primer 3 szoftverrel [223] terveztiink primereket, melyek génspecificitasat az NCBI BLAST
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi) hasznalataval ellendriztik.
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f
Y
¥,

/-

- ] S,
Kontroll (0 uM ACC), ) 0,01 pM ACC, [ | 1.0 uM ACC,
7. nap I 7. nap ‘ 7. nap

2. melléklet 1 hetes, 0,01, 1,0 és 100 uM ACC kezelésnek kitett paradicsom hajtasok morfologiai valtozasai
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3. melléklet SOD, KAT és APX izoenzimek, illetve az SIRBOH1 gének relativ expresszidja a gyokérben.

Gy SIMnSOD SIKATI SIKAT2 SIKAT3 SIAPXT SIAPX2 I SIRBOH1
Kezelds 1 { 6 24 l 1 [ 6 24 I 1 [ 6 [ 24 1 ( [3 I 24 I 1 [ 6 [ 24 I 1 [ 6 [ 24 1 I 6 l 24
0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 [ 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 [ 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
£0,1% [ 0,08 | £0,1°] £028 [ £0,0° [ £0,00 | £0,3%| £0,7° [ £0,18 [ £0,3° | £0,3¢ [ £0,1° |+ 0,10 | £0.8 | £0.2° | £0.1 | £ 0,08 [£0,0°| +0,5° | £04° | +0,1F
VT +10 uM 083 | 0,69 | 0.6 |-227| 1.9 -1.78 | 122 | -1,59 ] -030 | 2,71 | 118 | -0.87 | 330 | -0.73 | 2,37 | 1.04 | 1,97
ACC +0,09¢] £0,0°|+£0,0%| £02% | £0,1* +00° [ =010 [ £00" |£0.1% | £0,5" [ £0,5° | £0.1¢ |£0,0%| £ 0,5 £04¢ | £0.2" [£0.1%
1,01 | -1,69 | 3,80 | 0,69 | -1,06 | 0,34 | 1,48 | 270 | 0,69 | 043 | -1.89 | -1,17 | 1.82 | -1,02 | -1.28 | 3,53 [ -1,15 | 1,72 | 1,72 | 245
2009 [ 20,15 | 0,1 | £0,1¢ [ £00" | £0,1* | £0,1° [ £0.1¢ | 20,1 [£0,1%| £0,17 [ 202 | £0,1%| £ 0,19 | £ 0,1 [£0.1¢ | £ 0,04 | £0.,6° | £0,1* | £ 01>
1,19 | 013 | 348 | 048 | 093 | 098 | 1,30 | -1.30 | -1,29 | 1,13 | 147 | -045 | 073 | 0,17 | -0.51 | 1,87 | 0,35 | 1.87 | -0.36 | 0,39
20,1° [ £02° | £0.2% [ £0,0° [ £0,16 [ £0,1¢ [ £0,1% | £0,0° | £0.2¢ | £0,1° [£0,1%] £02° | 0,59 £ 02| +£0,1° | + 045 [£0,0°| +0,0° [ £0,2° | £0,2¢f
VT + 10 uM 0,63 | 0,88 | 3,06 | 0,09 | 042 | 020 | 1,68 | 223 | 1.49 | 041 | -1.36 | -1,14 | 0.84 | 0,86 | -1.40 | 2,92 [ -1,24 | -0.56 | 0,86 | 0,95
ACC +0,0d° | 029 | 020 [ 0,10 | +0,3% [+ 0,1% |02 | £02¢ | £0,0* [£0,09] 20,17 | £0,1¢ [ £ 049 | £ 0,14 | £0.09 | £0,1¢ [ 0,00 | £0.4° | £0,3" | +0,0%
2,03 | 149 | 125 | 042 | 139 | 020 | 1,49 | -045 | -042 | 1,02 | 1,82 | -0.85 | 241 | 0,65 | -021 | 449 | 0,54 | 3,54 | 2,38 | 3,67
00" | £0,0* | £0,0¢ [ £02¢ | =0,1" |£0,1™ [ £0,0° | =0, 1* [ £0.1% [£0,1%| 202" | 0.1 [ 202" [£0,00|£02% [ £0.1" | £0,0* | £0.0* [ £0.1* | £0.2*
0,34 | 027 | -0.80 | 426 | -0,17 | -1,53 | 1,29 | 4,52 | 2,87 | 0,02 | 1,02 | 026 | 1.56 | -1,12 | -1.40 | 2,99 | 0,26 | -1.24 | -2.13 | -1.53
£02° [£02b° £0,08 [ £0,07 [ £029 | £0,02 [ £0,1° | £0.1F | £0,01 | £0,1¢ [ £0,1¢| £0,12 | £0,1%| £ 0,2 | £ 0,09 | £ 0,0% | £0,1%|£0,2% | £ 02¢ | £ 0,68
VT +10 uM 1,02 | 028 | 0.75 | -3.86 | 1.22 | -0.48 | 0,33 076 | 134 | 240 | -045 | 192 | 0,55 | -043 | 3.87 | 0,00 | 2,03 | -0,32 | 2,07
ACC £0,09 | £0.2b° | 0,00 | £0,0° | £0.2%| £0,2° | £0,1° | £0,3% | £0,00 [ £0,5° [ £0,0° | £0,1¢ | £02% |+ 0,0°| £0,1b| £0.3° [+ 0,1 £ 0,7¢ | £04° | + 042
\; .10 396 [-1.18%] 0,26 | 074 | -0,63 | -1.66 | 2,41 | -3.81 | -1.37 | 2,23 | 0.00 | -2.98 | 428 | -1.65 | -2.23 | 574 | -1.87 | 145 | 1.83 | 1,37
s 0.0° | £02%| 0,19 |£0,1F[£02% [ £0,1°| £0,1* [ £0,1* [ £0,0° | £04° [ £0,1* | £04%| £00° | £0,0* | £0,0° [ £0,15 [ £0,1* [ £0,0° | £0,1° | £02* [+ 0,4

Relativ expresszios szintek 10gz2 értékének abrazolasa, VT és Nr mutans (0 uM ACC),
paradicsomnévények gyokereiben, a 100 mM ill. 250 mM-os NaCl hozzaadasat kovetd 1, 6, ill. 24 6ra elteltével. Atlag + SE,
n=3). A kisérlet kezd6 id6pontja a VT novények ACC kezelése 1. orajanak leteltétél szamitva. A kiilonboz6 betiivel jelolt
cellak szignifikans kiilonbségeket mutatnak P < 0,05 szinten az adott idépontokon beliil (Duncan teszt).
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5. melléklet A fontosabb kisérleti eredmények Gsszefoglalasa. A gyokérzonaban megjelend, exogén ACC koncentraciok hatisa
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