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1. Bevezetés

A sostressz vilagszerte az egyik legjelentdsebb stresszféleség, a mezdgazdasagi
termelés egyik limitald tényezdje, ami a ndvényekben felboritja a szovetek ionhomeosztazisat
¢s hiperozmotikus stresszt okoz. A paradicsom nagylizemi termelése gyakran Oridsi
iiveghdzakban, talajnélkiili kultirdkban torténik. Ezek a ndvények sokszor érzékenyebbek a
kiilonb6z6 abiotikus (pl. sostressz) €s biotikus stresszhatasokra, mint a hasonlé koru, talajban
novekvd novények. A paradicsomtermelé orszagok koziil egyes helyeken, pl.
Spanyolorszagban ¢€s Izraelben, sokszor magas sotartalmu 6nt6zéviz all rendelkezésre. Ezért a
paradicsom soéstressz rezisztencidjanak fokozasara komoly 0Osszegeket forditanak. A
sotolerancia eléréséhez az egyik lehetséges megoldast a termesztett novények védekezd
mehanizmusainak kémiai el6kezeléssel torténd indukalasa jelentheti. Ilyen lehet a
szalicilsavval (SA) torténd exogén eldkezelés. A kiilséleg alkalmazott SA sostresszel
szembeni rezisztenciat fokozd hatdsarol bebizonyosodott, hogy az nagymértékben fiigg a
kezelés modjatol, a ndvény fejlodési stadiumatdl és az alkalmazott koncentracid nagysagatol.
Kutatécsoportunk  korabbi eredményei alapjan elmondhat6é, hogy alacsonyabb SA
koncentraciok alkalmazasaval (107 M és 10 M) olyan edzési eljaras dolgozhat6 ki, ami
lehetéveé teszi a sostresszel (100 mM NaCl) szembeni rezisztencia kialakitasat talaj nélkiili
kultarakban nevelt paradicsom ndévényben (Szepesi €s mtsai, 2009.). A korabbi kutatasi
elékezelés javitja a paradicsom sostressz rezisztenciajat (Tari és mtsai. 2002.), a 10”7 M-0s
koncentraci6 nem hatdsos, mig a 10° M-nal nagyobb SA koncentraciok a ndvények
pusztulasat okozzak. Az el6kezelések hatasara indukalodik az abszcizinsav (ABS)
bioszintézis, de az ABS koncentracioja csak a 10" M-os SA elékezelést kapott novényekben
marad tartosan magas. Az el6kezelést kdvetd sostressz akklimatizacid soran aktivalodnak az
antioxidans enzimek is, mint példaul az aszkorbat-peroxiddz (APX), a szuperoxid-dizmutaz
(SOD), a katalaz (KAT) valamint a glutation S-transzferaz (GST) (Szepesi és mtsai. 2009.). A
sikeresen akklimatizalodo a 10 M SA-val el8kezelt névények levelében megemelkedik a
putreszcin (Put), gyokerekben a spermidin (Spd) és a spermin (Spm) szintje, ami altal a
halofita névényekre jellemz6 poliamin spektrum alakul ki (Szepesi és mtsai. 2009.).

Munkém soran célom volt annak megallapitdsa, hogy milyen biokémiai és fiziologiai
folyamatok allnak a széles koncentracid intervallumban alkalmazott SA el6kezelések
hatterében. Vizsgaltam, hogy az egyes SA eldkezelések hogyan befolyasoljak a kiilonbozo
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poliaminok szoveti koncentracidjat, valamint a ROS és NO akkumulaciojat az el6kezelések
ideje, azaz a ,,priming” alatt és mindez miképp jarul hozza/hozzajarul-e a Sostresszel
szembeni rezisztencia kialakitdsdhoz, vagy ellenkez6 esetben a novényi egyedek
pusztuldsadhoz.

A SA sostressz akklimatizaciot fokozo hatasanak egyik oka az ozmotikus adaptacio
akkumulacidja szorosan kapcsoldodhat a fotoszintetikus folyamatokkal, megnéztiik, hogyan
valtoznak az ,,edz6dés” alatt a fotoszintézissel kapcsolatos fizioldgiai markerek és mindez
hogyan jarul hozza a sikeres akklimatizaci6 kialakulasdhoz. A SA magas koncentracioban
(10° M SA) csokkentette a sztomakonduktanciat és ezaltal a CO, asszimilacid sebességét a
kontrollhoz képest. Ezzel ellentétben a sztomakonduktancia atmeneti gatlasa a 10 és a 107
M-o0s SA-val kezelt paradicsom novényeknél a 3 hetes el6kezelés végére megsziint a nevelési
fényintenzitdson. A SA alacsonyabb koncentracidindl nem alakult ki kiilonbség a
fotoszintetikus pigmentek mennyiségében, illetve a klorofill a fluoreszcencia indukcids
paraméterekben sem az eldkezelés ideje alatt. A soOstressz Onmagaban erdteljes
sztomazarodast eredményezett, csokkentette a klorofill-a, a klorofill-b, valamint a
karotinoidok mennyiségét, gatolta a fotoszintézis primer fotokémiai folyamatait, csokkentette
az 0sszcukortartalmat és mérsékelte a CO; asszimilacio sebességét is. Ezzel szemben a 10* M
SA-val elokezelt novényekben a sokezelt kontrollhoz képest ndvekedett a fotoszintézis
hatékonysaga, a fotoszintetikus pigmentek mennyiségének fokozéasan, a sztdémakonduktancia
¢s a CO; asszimilacid sebességének novelésén keresztiil, ami mellett az Osszcukor
mennyiségének novekedése a novények gyokerében, a hatékony fotoszintézis mellett
hozzajarult a sikeres akklimatizdcid6 szempontjabol fontos ozmotikus adaptacid
kialakulaséhoz.

A kiilonb6z6 novekedésszabalyozd anyagok, gy mint az etilén és a poliaminok,
koncentraciotdl fliggden szabalyozhatjdk az akklimatizacios folyamatokat. A SA magasabb
koncentracidi koziil a 10° M-os SA nagymértékben ndvelte a novények gydkerének
hozzajarult a novények gyokérszoveteinek elhaldsdhoz. Hosszu tdvon, az eldkezelés ideje
alatt a 10 M-os SA kismértékben megemelte az etilénprodukciot a névények gydkerében,
100 mM-os sokitettség mellett azonban csokkentette azt, ezaltal is hozzajarulva a sikeres
akklimatizaci6 kialakulasdhoz.

A SA koncentraciotdl fiiggden oxidativ stresszt indukéalhat. Az oxidativ stressz soran

keletkezd reaktiv oxigénformdk koncentraciotol fliggden determinalhatjdk a ndvények
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allapotat: eldsegithetik az akklimatizacios folyamatokat, vagy részt vehetnek a programozott
sejthalal (PCD) kialakulasaban. A SA ugyanakkor indukalhatja a NO szintézisét is, mely
molekula szintén lehet toxikus, vagy védé hatast. Rovid tavon a 10° M-os SA jelentésen
novelte a novények levelének H,O; tartalmat, valamint a gyokerek ROS és NO szintjét, €s
ezzel parhuzamosan csokkentette az apikalis gyokérsejtek €letképességét. Hosszu tavon, az
,edz6dés” alatt, a 10" M-0os SA emelte az apikalis gyokérsejtek ROS szintjét, a NO
produkcioban azonban az el6kezelés végére nem kiilonboztek egymdstdl a kontroll és az
elokezelt novények. Sokezelés hatasara jelentésen megemelkedett a szovetek ROS (H,0,) és
NO produkcioja, az elékezelt novények, kiilondsen a 10™ M-os esetében azonban mind a NO,
mind a H,0, tartalomban a kontroll névényekéhez hasonlot mértiink.

A kiilonboz6 kezelések hatasara keletkez6 ROS (H202) és NO kozotti interakciok
modellezésére mezofill protoplasztokat hasznaltunk, ahol egyrészt vizsgaltuk a kiilonbozé SA
koncentraciok, a 100 mM-os NaCl, masrészt a sejthalal kivédésére szolgald
novekedésszabalyoz6 anyagok, a poliaminok, ABS és az etilén prekurzoraként szolgalo,
PCD-t indukdld6 ACC hatasat a protoplasztok életképességére, illetve azt, hogy hogyan fiigg
ez Ossze a kezelések hatasara a ROS (H207) és NO tartalomban mért valtozasokkal. Mivel a
szakirodalomban utalast talaltunk arra, hogy a NO és a H,O, szoros kolcsonhatasban
akkumulacidja, majd ennek gatlasa DPI-vel a sejtekben hogyan hat a NO produkciora.
Ugyancsak mértiik, hogy ezen molekuldk jelenlétében, illetve hidnyaban hogyan valtozik a
sejtek életképessége. A 10° M-os SA, illetve sokezelés hatasara mind a ROS (H,05), mind a
NO szintje szignifikansan megemelkedett, és ezzel egyiitt a sejtek életképessége dramaian
csokkent. DPI hatasara azonban nétt a sejtek vitalitasa, és a ROS (H20,) termelédésének
gatlasa mellett szignifikdnsan mérséklédott a NO produkeio is.
mérsékelten megemelték a ROS (H,0,) produkciot, a sejtek életképessége azonban a
kontrollhoz hasonlé maradt. A SA kezelések soOstressz alatt csokkentették a s6indukalt ROS és
NO produkciot,és a kontrollhoz hasonlé vitalitast eredményeztek.

A PA-ok hatdsa a sejtek életképességére, a ROS (H20,) és a NO termelddésére
kiilonb6z6 volt. A Put a protoplasztok életképességét nem befolyasolta, mig Spd és Spm
esetében az életképesség a sejtek ROS (H,0,) tartalmaval forditott aranyossagban valtozott,
azaz jelentdsen csokkent a kontroll protoplasztokhoz képest. A NO szint a poliamin kezelések
hatasara szintén fokozodott, a kezelések mellé alkalmazott DPI azonban kontroll szintre

mérsékelte a sejtek ROS (H20,) és NO produkcidjat. Az ABS csak dtmenetileg csokkentette a
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sejtek vitalitasat, amivel parhuzamosan indukalta mind a ROS, mind a NO szintézisét. DPI
hatasara azonban a ROS (H0,) és a NO mennyisége is csokkend tendenciat mutatott.
Tudomasunk szerint jelen értekezés az elsd, mely kisérletesen igazolja a kiillonb6z6
hatast eredményezé SA koncentraciok hatterében meghtuzodé biokémiai és fizioldgiai
folyamatok id6 fiiggvényében torténd Osszehasonlitasat az eldkezelések, azaz a ,,priming”
alatt, ami lehetdvé teszi azoknak a fiziologiai markereknek a kiemelését, amelyek
meghatarozoak lehetnek a sostresszel szembeni sikeres akklimatizacio, vagy éppen a sejthalal

kialakulasa szempontjabol.



2. Irodalmi attekintés
2.1 Stresszfolyamatok novényekben

A stressz fogalménak meghatarozasara napjainkban is Selye Janos definicigjat
hasznaljuk, amely szerint ,,az ¢l6 szervezetek valamennyi adaptacids reakcidjanak a stressz a
foglalata, azaz a stressz egy fajlagos tiinetcsoportban megnyilvanuld allapot, mely magaban
foglal minden nem-fajlagosan eldidézett elvaltozast egy biologiai rendszeren beliil” (Selye,
1956.). A stresszor a kdrnyezet azon eleme, ami a stresszt okozza, élettani alkalmazkodast
eredményez. A stresszor hatdsara a szervezetben lezajlo tiinetegyiittes a stressz szindroma,
amely egymast kovetd folyamatokbol épiil fel. Stresszmentes allapotban minden ndvény
ugynevezett standard rezisztenciaval rendelkezik. Amikor a ndvényt stressz éri, csokken a
vitalitas, az anyagcsere lebont6 folyamatai dominéalnak a felépitd jellegliek felett (Cannon-féle
vészreakcid), amely az ellendllds minimuménak elérése, illetve tallépése esetén akut
karosodashoz vezethet. Amennyiben a ndvény rezisztencia-potencialja lehetévé teszi,
bekovetkezik a masodik fazis, a standard rezisztencia szintjének helyreallitisa, majd
novekedése, mely soran fokozodik a novény ellendlld képessége, a novény ismét normalis
¢letmiikodést mutat. Abban az esetben, ha a novényt érd stresszhatds meghaladja a ndvény
alkalmazkodd képességét, bekdvetkezik a harmadik fazis: a kimeriilés stddiuma, ami végsd

soron kronikus karosodashoz, a novényi egyed pusztulasahoz vezethet (1. bra).
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1. abra: A novényi stressz szindroma altalanos sémaja (Lang, 1998.).
Az abra értelmezése a szovegben talalhato.




Lichtenthaler (1996.) a stressz fogalmat pontositotta, szerinte minden olyan koriilmény
vagy anyag, ami kedvezdtlen hatdssal van a novények anyagcseréjére, ndvekedésére vagy
fejlodésére, stressznek tekinthetd. NOvényi stresszhatdst természetes vagy antropogén
faktorok valthatnak ki. A természetes stresszorokon beliil is megkiilonboztethetiink biotikus
(pl. rovarok, patogének, -elicitorok, stb.), illetve abiotikus (pl. szarazsag, alacsony
hémérséklet, so, stb.) faktorokat. Hatds alapjan a ndvényt érd stressz lehet gyenge vagy erds
stressz. A gyenge stressz aktivalhatja a sejtanyagcserét, hatdsat részben kompenzilja az
akklimatizacio, az adaptacio, illetve a kiilonb6zd javitdé mechanizmusok. A novényekre ilyen
modon hatd stimulativ stresszt eustressznek nevezziik. Ilyen a hatdsa példaul egyes
anyagcsere gatloszereknek (pl. herbicideknek), amelyek alacsony koncentracioban serkentd
hatastiak, mig nagyobb koncentracioban karositjdk a sejtanyagcsere folyamatokat ¢&s
végsdsoron Oregedést, programozott sejthalalt (PCD) indukalnak. Az ilyen anyagok
novénykarositd hatdsa a diszstressz. Az eustressz és a diszstressz kozott az atmenet
stressz jelentds karokat okoz, ami végsd soron a ndvényi egyed haldlahoz is vezethet.

A novényeket sokféle kornyezeti stresszhatas éri, amelyek koziil az egyik legfontosabb
a sostressz, azon beliil is a NaCl altal okozott stressz, amely limitalja a ndvények ndovekedését,

illetve csokkenti a termés mennyiségét.

2.2 A sostressz

Sostresszrol akkor beszélhetiink, amikor a kdrnyezet sdkoncentracidja meghaladja a
novények optimalis ndvekedéséhez sziikséges koncentracioértéket. A sostressz hatdsanak
Eurdpéban ¢és a vildgban (Pitman és Lauchli 2002.) kiilondsen a tengerparti €s a tengerbe
omld folyok torkolatanal élé/termesztett novények vannak kitéve, kiilonosképpen amikor a
dagdly miatt az édesvizzel a soésviz keveredik. Beljebb a szdrazfoldre a soésviz az
iledékrétegeken keresztiil szivarog be, ahol az evoporacid és transzspiracid miatt a talajban
megnd a sOkoncentracid. A tengerparti teriiletek mellett egyéb természetes éldhelyek is
rendelkezhetnek magas sotartalommal, igy a s6s mocsarak, a szaraz, félsivatagi vidékeken
kialakuld, visszahuz6do felszini vizek parti zondi (pl. Holt-tenger), valamint a mérsékelt
€govi szikes teriiletek.

Magyarorszdgon a szikesedés kozvetlen hatdsdnak els@sorban a Duna-volgy és a

Duna-Tisza kozi Homokhatsdg van kitéve, mig a kozvetett hatdsoknak a Tiszantul
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(Hortobagy, Nagykunsag, Korosvidék) és Tisza-Zagyvaszog. Mindezek miatt az Alf6ldon
megkiilonboztetett jelentdsége van a tovabbi szikesedés eredményes megeldzésének, mivel itt
folyik az orszag €lelmiszertermelésének jelent6s hanyada (Németh, 2005.).

A talajban 1év6 s6 kapcsan megkiilonboztetjiik a szalinitast, azaz az Osszes s6 nagy
kiilsnbségtételre azért van sziikség, mivel bizonyos teriileteken magasabb lehet a Ca?*, Mg®,
SO4% koncentracioja, mint a NaCl-6. Dolgozatomban sostressz alatt a magas NaCl
koncentraciot értem. A magas sokoncentracio, nemcsak a novényekre van hatdssal, hanem a
talajstruktarara is, mivel hatasira csokken a talaj porozitasa és vizpermeabilitisa. A sés
talajviz €és 0Ontozéviz jol jellemezhetd az elektromos konduktivitassal, ami korreldl az
ozmotikus potenciallal. A tiszta viz ugyanis rossz vezetd, a magas sokoncentraciot tartalmazo
vizben azonban fokozodik az elektromos konduktivitas és csokken az ozmotikus potencial
(Taiz és Zeiger, 2006.).

A ndvények a sotolerancia tekintetében tobb csoportba sorolhatéak. Az els6 csoportba
tartozd halofitdk, olyan sokedveld novények, amelyek a 200-500 mM tartomanyba eso
sokoncentraciot képesek tolerdlni és ilyen nagy sokoncentracion ndvekedési optimumot
mutatnak (pl. Aster tripolium). A masodik csoportba olyan halofitak és glikofitak tartoznak,
amelyek kozos jellemzdje az erételjes novekedésgatlas 200 mM-os NaCl oldaton, ezen
koncentracioé felett pedig a ndvekedés teljes megsziinése. A harmadik csoportba olyan
glikofita ndvények tartoznak, amelyek szamara mérgez6 a 80 mM-0s vagy az annal nagyobb
NaCl koncentraci6, citoplazmajukban felborul az ionegyensuly, sulyos stressztiineteket
mutatnak, illetve ezen koncentracidé felett el is pusztulnak (Flowers és mtsai., 1997.,
Hasegawa és mtsai., 2000.).

A novények gyokereinek felszivasi zonajaban, ha magas a talaj(viz) sotartalma, akkor
alacsonyabb az ozmotikus potencial, ami csokkenti a vizpotencidlt. A ndvények szamara
rendkiviil fontos vizhaztartas egyensulyanak felborulasa a gydkér hidraulikus konduktanciajat
és a levél felé torténd xilémtranszportot is felboritja. Az alacsony vizpotencial okozta
alacsony turgor miatt a sejtmegnyulas gatlodik és a novények novekedése redukaldodik. Ehhez
kapcsolodoan a sztomak zaroddsa miatt a fotoszintézis hatékonysdga és a széndioxid
asszimilacio is csokken (Taiz és Zeiger, 2006.).

Az ozmotikus hatas mellett bizonyos ionok, mint példaul a Na* ion felhalmozédasa a
novényi sejtekben toxikus hatdsu. Stresszmentes allapotban a citoszol 100 mM K* és

kevesebb, mint 10 mM Na" iont tartalmaz, ami megfeleld ionikus kdrnyezetet biztosit némely
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enzim optimalis miikodéséhez. Az ettdl eltérd abnormalis Na® és K ion arany inaktivalja
ezeket az enzimeket és gatolja a fehérjeszintézist (Taiz és Zeiger, 2006.).

A sostressz altal kivaltott primer hatas soran a Na* ionok citoplazmaba vald belépése
utan megemelkedik a citoplazmatikus Na* ion koncentracié, ezaltal felborul az ionegyenstly
(Zhu, 2001.), ami 4ltal a fehérjék dehidratalodnak és elvesztik nativ konforméaciojukat. A Ca®*
ionra vonatkozoé egyensuly felborulasa sordn csdkken a K'/Na* felvétel szelektivitasa azaltal,
hogy megsziinteti a Ca®* gatlé hatasat a Na* ion citoplazmaba valé belépését is kdzvetitd kis
affinitasti K transzporter fehérjére és a fesziiltségtol fiiggetlen K* csatornara (VIC, voltage
independent channel) (Maathuis és Amtmann, 1999.).

Az ¢él6 sejtek szamara az ionok homeosztazisa létfontossagi. Ha a novények a
natriummal szemben védtelenek, a cellularis ionhomeosztazis felborul. Sostressz alatt a
tolerans ndvények tipikusan magas K' és alacsony Na' szintet tartanak a sejtek
citoplazmajaban (Zhang és mtsai., 2007.). Ily modon az akklimatizacio soran az elsédleges
feladat a citoplazma ionegyensulyanak a helyreallitisa, amely folyamat a Na® transzport
szabalyozasan keresztiil valosul meg. A Na* belépése a gyokérsejtek citoplazmajaba torténhet
az Gn. nem szelektiv kationcsatornan (NSC) keresztiil (Amtmann és Sanders, 1999.), de a
nagy affinitasi K" transzporter fehérje (HKT1) is szallit Na* ionokat (Rubio és mtsai., 1995.).
A Na" kizarodik a citoplazmébdl, ha a transzporterek K'/Na" szelektivitasa nagy, és a K* iont
részesitik elényben a Na* ionnal szemben (Rodriguez-Navarro és Rubio, 2006.). A citoplazma
Na® ion tartalmat csokkentik azok a transzporter molekulak is, amelyek a
sejtkompartmentumok, igy a vakuolum, illetve az apoplaszt felé aktiv transzporttal pumpaljak
ki a Na* iont. Ezek az un. Na'/H" antiporter fehérjék, amelyek koziil a plazmamembranban
lokalizalodo fehérjét SOS1-nek nevezik, a vakuélum membranhoz kotottet pedig NHX (NHE)
transzporter csalddnak. A Na* ion transzport mechanizmusat molekularis szinten legjobban a
sostresszre kiilondsen nagy érzékenységet mutatd Arabidopsis SOS (salt overly sensitive)
mutansok segitségével tanulmanyoztak (Zhu és mtsai., 1998.).

A Na" ion belépése a citoplazmiba a plazmamembranon keresztiil a sostressz
szenzoraul is szolgdl, aminek kovetkeztében megemelkedik a citoplazma Ca®* ion
koncentracidja. A jelet a kalmodulinszerti, SOS3 kélciumszenzor fehérje érzékeli, ezaltal
aktivalodik és kotddik a SOS2 Ser/Thre protein kindzhoz. A SOS3 kotddése utan aktivalodo
SOS2 kinaz foszforillja, eziltal aktivalja a SOSI-et, ami végiil kijuttatja a Na® iont a
citoplazmabol.

Tovabbi lehetéség a gyokér terhelésének mérséklésére a Na® ion hajtasba iranyuld

transzportja a xilémen keresztiil. Az igy hajtasba keriild Na* ion a mezofillum sejtekben
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azutan hasonl6 transzporter fehérjék kozvetitésével ugyantigy kompartmentalizaloédhat, mint a
gyokérben. Ez egyben azt is eredményezi, hogy a mezofillum sejtek vakudlumaban
felhalmozodé Na* ion szervetlen ozmotikumként is szolgal. Ez kiiléndsen a halofita karakter
novényekre jellemzd, mig olyan glikofitdkban, mint a paradicsom, a hajtasban sok Na* iont
akkumulalé termesztett fajtak inkabb szenzitivnek bizonyultak (Juan és mtsai., 2005.). Ebben
az esetben a natrium akkumuldcié az oxidativ stressz kovetkeztében a plazmamembran
szelektivitasanak csokkenésével, ezt kdvetden vizvesztéssel és vizpotencidl csokkenéssel,
majd a levéloregedési folyamatok beindulasaval jart. A vad paradicsomfajok k6zott azonban
kifejezetten halofita karakterti, Na* iont akkumulalé fajok is vannak, mint amilyen példaul
Solanum peruvianum és a Solanum pennellii (Rus és mtsai., 1999.; Chen és mtsai., 2001.).

Az elsddleges hatasok kozé tartozik még a turgornyomas csokkenése miatt
bekovetkezd sejtmegnyulds gatlds, amihez a sztdémazarddast kovetden kapcsolodik a
fotoszintézis hatékonysagénak illetve a széndioxid asszimilacidonak a csokkenése.

A masodlagos hatasok koziil a legfontosabb a megndovekedett kiilsé sdkoncentracid
miatt kialakuld6 ozmotikus stressz, melynek kivédése torténhet a szervetlen ozmotikumok
koncentralodasaval, illetve az ugynevezett kompatibilis ozmotikumok, mint példaul az
alacsony molekulasulyl szénhidratok (szacharoz, gliikkoz, fruktoz, trehaloz), cukoralkoholok
(mannitol, szorbitol, ononitol, pinitol), szerves savak, aminosavak (pl. prolin), quaterner
ammoénium szarmazékok (glicinbetain, [-alaninbetain, prolinbetain stb.) szintézisének

A kompatibilis  ozmotikumok  olyan  kompartmentumokban  szolgalnak
ozmotikumként, ahol a fehérjék szerkezete megbrzendd, igy a citoplazmaban,
kloroplasztiszban, mitokondriumban. Gyakran ozmoprotektiv szerepiik is van, tehat eldsegitik
a makromolekuldk nativ térszerkezetének fennmaradasat azaltal, hogy helyettesitik a szorosan
kotott vizmolekulakat a makromolekulak felszinén és antioxidansként is funkcionalhatnak
(Tari és mtsai., 2003.; Ashraf és Harris, 2004.).

Az ozmotikus stressz novényfajtol illetve fajon beliil alfajtol vagy genotipustol
fiiggden indukalja ezen kompatibilis ozmotikumok bioszintézisében szerepld kulcsenzimek
expresszigjat, amely biztositja az adott genotipus sikeres akklimatizaciojat a szélsOséges
koriilmények kozott. Ilyen kulcsenzim lehet példaul az aldo-keto reduktazok csoportja,
amelyek ozmotikus stressz hatasara fokozott expressziot mutathatnak illetve 0j izoenzimjeik
expresszalodnak. Miukodésiik eredményeképpen cukoralkoholok szintetizalodnak, mint

példaul az aldoz-6-foszfat reduktaz altal katalizalt reakcidban a szorbitol-6-P, amelybdl a 6-0s
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helyzeti foszfatcsoport egy foszfataz enzim altal katalizalt lehasitdsa utan szorbitol keletkezik
(Zhou és mtsai., 2002.).

Kimutattak, hogy a sotolerans vad faj, a S. pennellii mind az enzimatikus, mind a nem
enzimatikus antioxidans kapacitasat gyorsan ¢és hatékonyan novelte a sokezelést kdvetden
(Shalata és mtsai., 2001.). Ennek egyik fontos eleme volt, hogy a sokezelés hatisara a
mitokondrium matrixaban kimutathatd aszkorbat peroxidaz (APX) izoenzim aktivitasa
novekedett meg, szemben a S. esculentummal, ahol a s6 hatasara az enzim membrankototté
valt, a vad fajban viszont a matrixban maradt (Mittova és mtsai., 2004.).

A masodlagos folyamatok koézott masik fontos elem az oxidativ stressz kialakulasa,
ami az abiotikus stresszorok nem-specifikus hatasaként jelentkezik, és melynek soran reaktiv
oxigénformak (ROS) alakulhatnak ki, amelyek a tovabbiakban egymasba atalakulhatnak.

A membranokat, nukleinsavakat, fehérjéket degradalo és inaktivald ROS eltavolitasa a
sikeres akklimatizacié egyik legfontosabb feltétele. A membranlipidek peroxidacidjat, a
proteinek oxidacidjat, az enzimgatlast, valamint a DNS és az RNS kéarosodasat okozd, a kiolto
mechanizmusokat tillépd oxidativ stressz programozott sejthalalhoz vezet. A séstressz egyik
novények gyokércsicsaban a sostressz programozott sejthalalt (PCD-t) okozott (Huh és
mtsai., 2002.), ¢és ugyancsak kimutathatdé volt a ROS altal generalt PCD dohany
protoplasztokban (Lin és mtsai., 2006.).

A sostressznek kitett ndvényekben jellegzetes valtozasok torténnek az 1d6
fiiggvényében laboratoriumi koriilmények kozott. A gyors valaszreakciok altalaban a
vizhaztartasban bekovetkezd valtozasnak tudhatdk be €s ugyancsak gyors valtozas kovetkezik
be a levél és a gyokér novekedési sebességében is, mig az anyagcserében ¢és a
génexpresszioban bekovetkezd hatdsok csak késdbb jelentkeznek. A sostressznek tehat van
egy ionos és egy nem ionos komponense. Sostressz hatasara novekedésredukcio figyelhetd
meg mind a hajtas, mind pedig a gyokér esetében, amit egy gyors helyreallitodas kovet, majd
ezutan egy kissé alacsonyabb értéknél uj steady state alakul ki (Yeo és mtsai., 1991,
Passioura és mtsai., 2000.). A novekedés csokkenésének masodik fazisa sostressz esetén
megjelenésével.

Soéstressz soran H,O, €s NO is termelddik a rezisztencia folyamatok aktivalasara. A
NO soéstressz alatt, mint masodlagos jelatviteli molekula novelte a plazmamembrankotott
NADPH oxiddz enzim aktivitasat, igy, a O, atalakuldsa utdn kozvetve részt vett a HyO»

termelés szabalyozasiaban. A plazmamembrin (PM) H'-ATPaz aktivitisit ugyanebben a
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rendszerben a H,0, és az NO is novelte, ami H' elektrokémiai potencial gradiens fokozddast
hozott 1étre. Ez hozzéjarult az ion homeosztazis helyreallitdsdhoz, végsd soron pedig a
sostresszel szembeni rezisztencia kialakitasahoz (Zhang és mtsai., 2007.).

A poliaminok spektruma valtozik a sostressz alatt a kiilonb6z6 fajokban. A
poliaminok, mint polikationok, membranvédd funkciéval rendelkeznek (Kim és mtsai.,
2002.), fokozzék a legfontosabb antioxidans enzimek aktivitasat (Tang és Newton, 2005.), és
mint antioxidansok, kozvetleniil is csokkentik az oxidativ stressz okozta karosodast (Yeo és
mtsai., 1997.).

A sikeres akklimatizadcioban fontos szerepe van a stresszor hatasara indukal6édo
génexpresszios  valtozasoknak, amelyeket kiilonb6z0 stresszhormonok —szintézisének
fokozodasa kozvetithet. Ezek koziil az egyik legfontosabb az abszcizinsav (ABS).
Szalicilsavval ~ (SA) eldkezelt paradicsom ndvényeinkben az ABS  jelentds
koncentracionovekedését figyeltik meg a haromhetes elokezelést kovetden, mind a
gyokérben, mind a hajtasban (Szepesi és mtsai., 2009.).

Ha az akklimatizacié sikeres, Uj steady state egyensulyok mellett a ndvény ndvekedni
kezd a stresszor jelenlétében, illetve a stresszor hatasanak megsziinése utan helyreallitja

metabolikus folyamatait és novekedését.

2.2.1 A sostressz hatasa a fotoszintetikus folyamatokra

A soéstressz hatassal van a metabolikus folyamatokra is. Sostressz hatasara gatlodtak a
fotoszintetikus folyamatok szdjababban (Kao és mtsai., 2003.). Tattini és mtsai. (1995.),
kimutattak, hogy sokizard fajokban a fotoszintézis gatlodasa elsGsorban a sostressz ozmotikus
komponensének volt betudhatd, nem pedig a levelekben kialakuld specifikus sohatasnak.
Amennyiben a NaCl bejut a plasztiszba, kdzvetleniil is gatolhatja a fotoszintézist a Calvin-
ciklus enzimeinek gatlasaval (Lovelock és Ball, 2002.).

Magasabbrendii novényekben a fotoszintetikus elektrontranszport a kloroplasztisz
tilakoid membranrendszeréhez kapcsolt folyamat. Az elektrontranszportban 3 komplex: 2-es
fotokémiai rendszer (PSII), 1-es fotokémiai rendszer (PSI) és a citokrom b6/f vesz részt. A
fotoszintetikus elektrontranszportot, és csokkentette a fotoszintézis hatékonysagat (Boyer,
1976.; Kirst, 1989.). Rizsben és mangrovéban a sostressz csokkentette a PSII aktivitasat
(Tiwari és mtsa., 1997.; Parida és mtsai.,, 2003.), még mas esetben, gyapot és arpa
ndvényeknél nem kaptak valtozast (Brugnoli és Bjorkman, 1992.; Morales ¢és mtsai., 1992.).
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Szenzitiv genotipusokban, pl. paradicsomban (Lapina és Popov, 1970.), burgonyaban
(Abdullah és Ahmed, 1990.), illetve kortében (Hamada ¢és El-Elany, 1994.) csokkent a
klorofilltartalom sostressz alatt, mig sotolerans novényeknél novekedést tapasztaltak (Singh
¢s mtsai., 1990.; Kulshreshtha és mtsai., 1987.). Rizsben sostresz alatt novekedett a karotinoid
tartalom (Misra és mtsai., 1997.), fekete koményben azonban csokkenést figyeltek meg
(Hayar és mtsai., 1996.).

C3-as novényekben a CO, asszimiléciot a ribuldz-1,5-biszfoszfat karboxildz/oxigendz
(Rubisco) katalizalja. A sostressz novelte a Rubisco oxigendz, és csokkentette karboxilaz
aktivitasat (Sivakumar és mtsai., 2000.), ezzel szemben sotolerans cianobaktériumban
novekedett a Rubisco, ezaltal pedig a fotoszintézis hatékonysaga sokitettség alatt (Takabe ¢€s

mtsai., 1988.).

2.3 Az oxidativ stressz
2.3.1 A reaktiv oxigénformak szerepe és keletkezése

A kiilonboz6 biotikus és abiotikus stresszorok hatdsara a novényekben kiillonbozo
koztes és végtermékek jelenhetnek meg, amelyek az egyes biokémiai reakcidutak eltolodasat
eredményezhetik. Ezek koziil az egyik leggyorsabban lejatszodd molekularis szintii eltérést az
oxidacids-redukcids allapot valtozasa jelenti a szervezetben, amit 6sszefoglald néven oxidativ
stressznek neveziink. Az oxidativ stressz soran indukalodik a plazmamembran lokalizalt
NADPH-oxid4z enzim, amely miikodésének eredményeképpen szuperoxid gydkanion, ebbdl
pedig kiilonbozd reaktiv oxigénformak keletkeznek, melyek egymasba atalakulhatnak és nagy
koncentracioban a novényi egyed pusztulasahoz vezethetnek (2. abra).

A reaktiv oxigénformak fizioldgids Giton a molekularis oxigén részleges redukciojaval
keletkezhetnek az €10, aerob szervezetekben. A reaktiv oxigénformak, vagy masnéven aktiv
oxigéngyokok (ROS vagy AOS) koz¢ tartoznak egyrészt kiilonbozd szabadgyokok, tigymint a
szuperoxid gyokanion (O;"), a hidroxil gyok (OH’) és a hidroperoxil gyok (HO%), melyek
parositatlan elektronnal rendelkeznek, masrészt olyan molekuldk, amelyek reakcioik soran
szabad gyok képzésére képesek, mint példaul a hidrogén peroxid (H2O2). Masok szabad

gyokot nem képeznek, de rendkiviil reakcioképesek, mint példaul a szinglet oxigén (*Oy).
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'0; HO3

» Ha0s —-—-——h OH —h- H.0

Haber-Weiss/
Fenton
reaction

2. dbra. A molekularis oxigénbdl szarmazo reaktiv oxigénformak interkonverzidja (Vranova

és mtsai., 2002.). (Oz: molekularis oxigén; 'Oy : szinglet oxigén; O,”: szuperoxid gydkanion;
H20,: hidrogén peroxid; HO';: hidroperoxil gydk; OH': hidroxil gyok; H,O: viz). Az dbra

bdvebb magyardzata a szovegben taldlhato.

A reaktiv oxigénformak kémiai tulajdonsidga kiilonb6zo. A Oy  autooxidacios
reakciokban gyakran képzddd, mérsékelten reakcidképes, rovid életidejii forma, ami nem
képes a membranokon keresztiili diffuziora. A HO', a O,  protonalt forméja,

lipidoldékonyabb. A OH' a legreaktivabb, a Fenton (Fridovich, 1983.) és a Haber-Weiss
(Freeman €s Crapo, 1982.) reakcioban keletkezik ¢és képes Valamennyi biomolekulaval
keletkezik, viszonylag stabil molekula, amely az aquaporinok kozvetitésével képes a
membranokon keresztiili difftiziéra (Pastori és Foyer, 2002.).

A novényekben reaktiv oxigénformdk nagyon sok reakcioban, kiilonbozd
sejtkomparmentumokban keletkezhetnek. A ROS egyik legfontosabb forrasa a fotoszintetikus
és a mitokondrialis elektrontranszportlanc. A fotoszintetikus elektrontranszport soran a 2.
fotokémiai rendszerben keletkezd szinglet oxigén mellett az 1-es fotokémiai rendszer (PSI) is
hozzédjarul a ROS kialakuldsahoz. A PSI kozvetleniil adhat 4t elektronokat a molekularis
oxigénnek, generdlva ezaltal a O,’, majd az ebbdl keletkezd H,0, képzddését a
kloroplasztiszban. A fotoszintetikus elektrontranszport végsé elektronakceptora, a NADPH
pool tulredukaltsaganak elkeriilésére a C3-ndvényekben kialakult a fotorespiracio jelensége,
amely a még mindig reaktiv HyO, képzddéséhez vezet a peroxiszomakban. Ezenfelil H,O; és
egyéb AOS keletkezhet az apoplasztban a szuperoxid-dizmutaz, illetve az aminoxidazok
mukodésének eredményeképpen, a peroxiszomaban a fotorespirdcido soran, illetve a

mitokondridlis elektrontranszportban, kiilondsen, ha az elektrontranszportlanc talredukalddik.
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Arabidopsisban a ROS akkumulacidja sostressz alatt a plazmamembranhoz kapcsolt NADPH
oxidaz aktivalodasanak az eredménye (Sakamoto és mtsai., 2008.), de a peroxiszémaban
lokalizalt xantin-dehidrogenaz, illetve az aminoxidazok (poliamin oxidaz (PAO), diamin
oxidaz (DAO)) is hozzajarulhatnak a H,O, kialakulasahoz (Kamada-Nbushada és mtsai.,
2008.)

Az aktiv oxigénformdk kis mennyiségben a novény normadlis miikddése soran is
keletkeznek. Kis koncentracidban a reaktiv oxigénformak fontos jelatvivé molekuldk,
szerepet jatszanak a novények egyedfejlodésében, kornyezeti stresszhez  valo
alkalmazkodasban, a védekezésben ¢és a programozott sejthaldlban. Egyes jelatviteli
kolesonhatasokban (pl. nitrogén-oxid, kalcium ionok és névényi hormonok) részt vesznek a
fehérjék stabilitasdnak és a gének kifejez6désének a szabalyozasaban (Desikan és mtsai.,
2001.; Laloi és mtsai., 2004.; Gechev és mtsai., 2006.). Szarazsag idején a sztomak nyitodasa
¢és zarodasa az ABS altal szabalyozddik, mely kolesonhat a Hy0, jelatviteli uttal (Leung és
Giraudat, 1998.; Finkelstein és mtsai., 2002.).

Oxidativ stresszrél akkor beszélhetiink, ha a reaktiv oxigénformak olyan nagy
mennyiségben keletkeznek ¢és halmozodnak fel a ndévényben, hogy azokat a ndvény
antioxidans véddrendszere mar nem képes elimindlni és ily mdédon azok toxikus hatést
valtanak ki, bekovetkezik a sejtalkotok oxidativ destrukcidja. Altalanossagban elmondhato,
hogy minden stressz rendelkezik oxidativ komponenssel. Ugyanakkor a névényt a
kornyezetébdl kozvetleniil is érheti oxidativ stresszt okozo hatds. Az oxidativ stressz
tobbnyire a kloroplasztiszokat karositja, mert a benniik megtalalhatdo fotoszintetikus
pigmentek fotoszenzibilizatorként miikddve részt vesznek a reaktiv oxigénformak
eldallitasaban. Ily modon a novényeket érd ROS karos hatidsanak az egyik szemmel jol
megfigyelhetd jele a klorofill degradacio.

A reaktiv oxigénformak altal okozott oxidativ karosodassal szembeni védelmet a
novény antioxidans rendszere jelenti, melynek enzimatikus (pl. SOD, APX, KAT) és
kismolekulaju, nem enzimatikus elemei (pl. aszkorbinsav (Asc), glutation (GSH),
karotinoidok) kiilonithetok el. A SOD formak kiilonb6z6 sejtkompartmentumban talalhatd
oxigénné. Ezek az enzimek csaknem minden sejtkompartmentumban, igy az apoplasztban, a
kloroplasztiszban, a mitokondriumban, a citoszolban és a peroxiszomaban is eléfordulnak (del
Rio és mtsai., 2002.). A katalaz a peroxiszomaban, a glioxiszOmaban €s a mitokondriumban

fordul eld, a HyO; vizzé és oxigénné torténd atalakitasdban vesz részt.
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A nem enzimatikus antioxiddnsok koziil az aszkorbinsav kozvetleniil reakcioba tud
1épni a szuperoxiddal és a hidroxil gydkkel, valamint a H,O,-ot aszkorbat-peroxidazzal vizzé
tudja atalakitani a Halliwell-Ashada ciklusban. A karotinoidok szintén fontos szerepet
toltenek be a nem-enzimatikus védekezd mechanizmusokban, részt vesznek a kloroplasztisz
belsé membranrendszerének fotooxidativ stressz elleni védelmében, azaltal, hogy
k6zombositik a gerjesztett klorofill molekulék altal képzett szinglet oxigént, illetve megeldzik
a szinglet oxigén képzddését a klorofillok tobblet energidjanak atvételével. A glutation normal
korilmények kozott redukalt formaban (GSH) fordul eld a ndvényi sejtekben, oxidalt
formajanak (GSSG) mennyiségi novekedése oxidativ stressz hatasara kovetkezik be
(Zechmann ¢és mtsai., 2006). A GSH elektrondonorként funkcional a dehidroaszkorbat
reduktdz (DHAR) reakciojahoz, ami az aszkorbatot regeneralja a dehidroaszkorbat
redukcidjan at az aszkorbat-glutation ciklus részeként.

Az antioxidans véddérendszer elemei optimalizaljak a novény védelmét és talélését
azaltal, hogy informacidt szolgaltatnak a sejt redox allapotarél, valamint részt vesznek az

abiotikus és biotikus stresszvalaszhoz kapcsolodo génexpresszio szabalyozasaban.

2.3.2 A nitrogén-monoxid (NO)

A NO kis molsulyu, viz- €s zsiroldékony molekula. A NO termelddését ndvényekben
elséként Klepper és munkatarsai figyelték meg 1975-ben (Klepper és mtsai., 1975.).

Az azbta eltelt tobb, mint harom évtized alatt bebizonyosodott, hogy a NO
novényekben szamos fiziologiai folyamatban jatszik szerepet: szabalyozza a fejlodést,
befolyasolja a hormonok hatasat, kozremiikodik a programozott sejthalal (PCD)
folyamatdban, ¢s az abiotikus stresszrezisztencia kialakitdsaban, valamint a betegségekkel
szembeni védekezés regulatora (Neill és mtsai., 2003.).

Mar 1979-ben kimutattak, hogy a NO szerepet jatszik a ndvények novekedésében is. A
magas NO koncentracid (40-80 ppb) gatolta, mig az alacsony NO koncentracié (1-20 ppb)
serkentette a paradicsom novények névekedését (Anderson és mtsai., 1979.).

Ugyanakkor a NO befolydsolhatja a novények Oregedését is. Borsdban Oregedést
serkentd koriilmények kozott NO donorokkal megakadéalyozhatd az etilén bioszintézise
(Leshem és mtsai., 1996.). Ugyanakkor Arabidopsis novényekkel végzett kisérletekben a
nitrogén monoxiddal torténé kezelés hatasara megnovekedett etilénprodukciot figyeltek meg
(Magalhaes és mtsai., 2000.). A virag oregedést késleltetd hatdsa azonban egyértelmiien

bizonyitott NO donorokkal, vagott viragok esetén (Leshem és mtsai., 2001.).
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A NO hatassal van a fotoszintetikus folyamatokra is, azaltal, hogy reverzibilisen
gatolja az elektrontranszportot és ezaltal az ATP szintézist a szintestekben (Takahashi és
mtsai, 2002.). A NO a Qa és a Qg kozotti elektrontranszport gatlasaval csokkentette a
fotoszintetikus elektrontranszport hatékonysagat, illetve gatolta a fotoszintézis primer
fotokémiai  folyamatait a fotokémiai kioltas (F./Fn) ¢és a PSII  maximalis
kvantumhasznositasanak (®pg;) csokkentésén keresztiil borsé novények levelében is (Wodala
¢s mtsai., 2008.).

A NO mindezek mellett a hiperszenzitiv reakcioban (HR) és a PCD-ben is fontos
szerepet jatszik. A NO koncentraciotol fliggden lehet antioxidans vagy citotoxikus hatasu.
Szoja sejtkultira patogénnel vald kezelése gyors NO és H,0, felszabadulasahoz vezetett
(Delledonne és mtsai., 1998.).

Dohanyban az exogén NO indukalta a szalicilsav (SA) szintézisét. Valoszinisithetd,
hogy a SA, a NO ¢és a H,0; a HR soran egy komplex szignalizacios halozatot alkotnak (Van
Camp és mtsai., 1998.; Song és mtsai., 2001.).

A NO, mint szignalizaciés molekula, tehat rendkiviil sokrétii szerepet tolt be a

novények életében.

2.3.3 NO és H,O, kolcsonhatasa

A NO és a HyO, Kulcsszerepet betolté molekulak a ndvényekben a  kiilonbozo
stimulusokra adott védekezd mechanizmusokban és a szignaltranszdukcids folyamatokban
egyarant (Bright és mtsai., 2006.). Emellett, mindkét molekula részt vesz kiilonb6z6 fejlodési
folyamatokban, mint pl. a mag csirazasa, gravitropizmus, sejtfal lignifikacio és
gyokeérfejlodeés, jelezve azt, hogy szerepet jatszanak az auxin és az ABS indukalt endogén
szignalokra adott valaszok szabalyozasaban (Desikan és mtsai., 2004.), (3. abra). Mindkét
molekula alkalmas, egymastol fliggetleniil is a patogenezissel kapcsolatos proteinek, pl. a PR-
1 és a fenilalanin ammonia-lidz, a fenilpropanoid bioszintézis ut sebességmeghatarozé 1épését
katalizal6 enzim expressziojanak indukcidjara (Neil és mtsai.,, 2002.). A NO ¢és a H,0;
szabalyozza a SA produkcidjat (Chamnongpol és mtsai., 1998.; Durner és mtsai., 1998.) és a
fitoalexinek bioszintézisét is (Dat és mtsai., 2000.; Romero-Puertas és mtsai., 2004.). Mas, a
stresszorok elleni védekezésben szerepet jatszo gének fiiggetleniil, vagy a NO, vagy a H,0,
hatdsara indukélodnak, ilyenek a glutation S-transzferaz és a jdzmonsav bioszintézis ut
kulcsenzimei (del Rio és mtsai., 2004.; Foyer és mtsai., 2005.). Ezzel szemben egyes

antimikrobialis flavonoidokat és peroxiddzok expresszigjat a NO szabalyozza (Huang és
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mtsai., 2002.; Modolo és mtsai.,, 2002.; Polverari és mtsai., 2003.), de a H,O, nem
(Vanderauwera ¢és mtsai., 2005.). A hiperszenzitiv reakcidoban viszont szorosan

egyiittmikodnek (Zago és mtsai., 2006.; Desikan és mtsai., 2004.).

Hormonok
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3. abra. A H;0; és a NO szerepe a sejt védekez6 mechanizmusaiban a kiilonb6z6 stresszorok
¢és stimulusok esetén (Desikan és mtsai., 2004.). (H,O;: hidrogén peroxid; NO: nitrogén

monoxid). Az abra bovebb magyardzata a szovegben talalhato.

A NO szuperoxid gyokanionnal torténé reakcidja peroxinitrit (ONOO") keletkezéséhez
vezet, ami erds, oxidalé molekula (Delledonne és mtsai., 2001.). A NO hathat olyan enzimek
aktivitasara, amelyek a ROS szintet modositjak és forditva, egyes reaktiv oxigénformak
befolyasolhatjak a NO szintézisét. Lum és mtsai. (2002.) megfigyelték, hogy az exogén H,0,
NO termelést indukal a zardsejtekben és a Phaseolus aureus mas sejtjeiben is. A
kemilumineszcencidra épiilé vizsgalatban, a H,O, lényegesen megemelt egy nyilvavaldan
nitrogénmonoxid szintaz-szerli (NOS-szerll) aktivitast. Ezt a NO szintézist NOS inhibitorral
lehetett gatolni. She és mtsai. (2004.) valamint He és mtsai. (2005.) szintén arrdl szamoltak
be, hogy a H,O0, NO szintézist indukal Vicia faba zardsejtjeiben és ebben az esetben is
sikerdilt ezt a folyamatot NOS inhibitorral csokkenteni.

Buza csirandvényekben a NO megemelte a KAT aktivitasat, ezéltal csokkentve a HyO»
koncentracidjat nehézfém stressz alatt (Hu és mtsai., 2007.).

Zhang és mtsai. (2007.) kimutattak, hogy a NO termelés, amelyet az UV-B stimulal, a
H,0,-t0] fiigg. Neill és mtsai. (2008.) bizonyitottak, hogy Zea mays levél mezofillum
sejtjeiben az ABS és a H,O, hatasa, az antioxidans rendszerek aktivalasa a NO termeléstol
fiigg, csokkenteni lehet cPTIO-val vagy L-NAME-val, a NO-t kiolto illetve NOS inhibitor
vegyiiletekkel (4. abra).
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4. dbra. Az ABS ¢és a ROS hatasara indukalodo jelatviteli utak atfedése Zea mays levél
mezofillum sejtekben szarazsagstressz alatt (Neill és mtsai.,, 2008.). (ABA: abszcizinsav;
ROS: reaktiv oxigénformak; OST1: protein kindz; H,O;: hidrogén peroxid; OXI1: protein
kinaz; NOS: nitrogén oxid szintaz; NR: nitrat reduktaz; NO: nitrogén monoxid; MAPK:
mitogén aktivalt protein kindz; OONO™: peroxinitrit; GSH: redukalt glutation, GSNO: S-
nitrozo-glutation). Abiotikus stresszorok hatasara indukalodik az abszcizinsav bioszintézise,
mely a citoszolikus Ca?* megemelésével aktivalija a NADPH oxiddz enzimet. Ennek
eredményeképpen megemelkedik a H,O, koncentracidja, melynek hatisara indukalddik a NO

crer

bdvebb magyarazata a szovegben talalhato.

A nitrat reduktaz (NR) és egy NOS-szerii fehérje egyarant lehet az endogén NO-t
szintetizald enzim novényekben (Neill és mtsai., 2008). A H,0; pedig az NR-t és a NOS-
szerll enzimet aktivalva NO szintézist indukal, de ezt az Gtvonalat névényekben mindezidaig
nem sikeriilt teljesen leirni. Lehetséges azonban, hogy ez a jelatvitel magaban foglalja az

OXI1 protein kinazt és a [Ca*"]cir megemelkedését is (Neill és mtsai., 2008.).

2.3.4 Az etilén és szerepe az abiotikus stressz akklimatizacioban

Az etilén multifunkcios szignal molekula és mint ndvényi hormon szerepet jatszik a
novények novekedésének és fejlddésének szabalyozasaban, serkenti az oregedés és a levalas

folyamatat, illetve epinasztiat idéz eldé (Koves és Nagy, 1997.). Gaz halmazéllapoti anyag,
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melyet a magasabbrendii n6vények valamennyi sejtje képes termelni. Az alap etilénprodukciod
altalaban nagyobb a fiatal, merisztematikus régiok, illetve az dreged6 szervek esetében, mint a
vegetativ szovetekben.

Az etilén prekurzora a magasabbrendii novényekben a metionin. A bioszintézis
kulcsvegyiilete, az etilén kozvetlen prekurzora az 1-amino-ciklopropan-1-karbonsav (ACC) a
citoplazmaban szintetizalodik (5. dbra). Az ACC-bdl torténd etilénképzddést az ACC oxidaz
(ACO) katalizalja. A vegetativ szovetek altalaban konstitutiv ACC oxidaz expresszioval
rendelkeznek, igy az ACC-t in vivo rendszerekben gyakran hasznaljak etiléngeneratornak.

Az etiléntermelésben a hormonalis szabalyozas kulcsfontossadgu szerepet jatszik. Az
etilénszintézist specifikus ACC szintaz gének indukciojaval fokozzak a brasszinoszteroidok.
Az ABS és a jazmonsav (JA) szintén serkenti az etilénprodukciot, mig a SA és a NO, bar
koncentraciotol fliggden, altaldban gatld hatast. A SA sebzés soran megakadalyozta az ACC-
sejtszuszpenzioban (Leslie és mtsai.,, 1988.). Borsoban oOregedést serkentd koriilmények

kozott NO donorokkal az etilén bioszintézise szintén gatolhato volt (Leshem és mtsai., 1996.).

metionin

!

S-adenozin-metionin

1-aminociklopropan-1-karbonsav

| R

etilén

S-adenozin-metionin-
szintaz

5. abra. Az etilén bioszintézise (Adams ¢s Yang, 1979.). Az ébra bévebb magyarazata a

szovegben talalhato.

A gyiimodlcsok érése NO kezeléssel ugyancsak késleltethetd (Leshem és Pinchasov,
2000.). Ugyanakkor Arabidopsis novényekkel végzett kisérletekben a nitrogén-monoxiddal
torténd kezelés hatasara megndvekedett etilén produkciot figyeltek meg (Magalhaes és mtsai.,

2000.).
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Fokozott etilénszintézist indukdlnak egyrészt az abiotikus stresszorok, ugy, mint a
sebzés, hidegkezelés, szarazsag, arasztas, 6zon, nehézfémek, a biotikus stresszorok, de az
etilénnek adaptiv szerepe van a sostressz akklimatizacioban is (Ma és mtsai., 2006.). Tehat az
etilén a legtobb stresszvalaszban szerepel. Altalanossagban elmondhatod, hogy a stresszhatasra
termelddo etilén indukalja a levél levalasat, ezaltal csokkenti a parologtato feliiletet és gatolja
a novekedést. Mindezek a stresszor hatasanak az elkeriilését szolgaljak.

Az etilén koncentraciotdl fliggden fokozhatja a novények stresszrezisztenciajat. Nagy
koncentraciokban azonban PCD kialakuldsahoz vezet. Az etilén fontos szerepet jatszik a
kiilonb6zé PCD-t indukalo elicitorok, mint pl. a kamptotecin indukalta PCD kivaltasaban
azaltal, hogy serkenti a H,O, produkciét (de Jong és mtsai., 2002.).

Kimutattak azt is, hogy az 6zon indukalta etilénprodukcio fiigg a SA-tol, és az etilén
illetve a SA egylittesen vesz részt az 6zon indukalta PCD indukcidjaban (Rao és mitsai.,
2002.).

Leggyakrabban az ACC tartalom ¢és etilénprodukcid a stresszor megjelenése elott
alacsony, azonban a stresszhatast kovetéen gyorsan emelkedik. Hidegstressz hatdsara megnd
az ACC-szintaz aktivitasa, ezaltal pedig fokozddik a ndvény etilénprodukcioja (Wang és
Adams, 1982.; Janowiak és Dorffling, 1995.). Az alacsony homérséklet kozvetleniil és
kozvetve is hat az etiléntermelésre. Magasabbrendi novényekben az etilén ACC-bdl
szintetizalodik. Alacsony homérsékleten azonban az ACO inaktivalodik, ami altal az ACC
felhalmozodik (Etani és mtsai., 1987.). Alacsony homérsékleten a MACC (malonil-ACC)
Machackova és mtsai., 1989.). Kukorica novények (Zea mays L.) esetében azt tapasztaltak,
hogy a 0,5 mM-o0s SA eldkezelés csokkenést okozott az alacsony hémérsékleti stressz alatt és
nélkiil is az ACC és a MACC koncentraciojaban (Szalai és mtsai., 2000.).

Az etilén, mint hormonalis jel érzékelésének mechanizmusat olyan Arabidopsis
mutansok segitségével tisztaztdk, amelyek etilénre adott valaszreakciodi rendellenesek. A
mutansok egy része etilénre érzéketlen maradt, ezeket etr (ethylene receptor 1), illetve ein
(ethylene insensitive) mutacioknak nevezték el. A mutansok masik csoportja pedig
etilénmentes 1égkdrben is olyan fenotipust mutatott, mintha etilénkezelést kapott volna. Ez
utobbi mutaciot ctr-nek (constitutive triple response) nevezik. Az etilén-indukalta jelatvitel

elsd 1épése az etilén kotddése az endoplazmatikus retikulum membranban talalhato,

dimerizalodott, Cu%t iont tartalmazd receptorokhoz. A kotédés hatasara a receptor
deaktivalodik, ennek kovetkeztében pedig a CTR1 Ser/Thr kindz inaktivalodik. A jelatvitel

tovabbi szakaszai pozitiv regulatorokat kivannak, ilyenek az EIN2, amely egy ismeretlen,
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membranban lokalizalodé transzporter, az EIN3 ¢és az EIL1, amelyek a primer etilén
valaszgént aktivald transzkripcids faktorok. Az jonnan szintetizdlodd ERF1 transzkripcios
faktor a szekunder valaszgének etilén-specifikus GCC elemeihez kotddik, és transzkripciot
indukdl. A MAPK rendszert (SIMK, SIMKK) szdmos biotikus (pl. virusfertézes), illetve
abiotikus (pl. sostressz, SA) tényezd képes aktivalni, de ez az aktivacio fiigg az ETR receptor,
illetve a CTR1 aktivacidjatol. Az etilén, a SA, az ozmotikus stressz, és a sostressz jelatviteli
utjai a SIMKK, SIMK szintjén atfedhetnek. Ezen kiviil a JA altal szabalyozott transzkripcios
faktor kotédhet az ERF1 promoteréhez, ezaltal aktivalva a génexpresszidt. Igy az ERF1
szerepet jatszhat mind az etilén, mind a JA altal indukalt jelatvitelben AZ EIN3 az ERF1
primer etilén valaszgént aktivald transzkripcids faktor. Az ERF1 fehérje a szekunder
valaszgének promoterében a GCC boxszal kolcsonhatva szabalyozza a génexpressziot, €s
meginditja a transzkripciot. Az etilén valaszgének (pl. PDF1. 2) kodoljak azokat a fehérjéket,
amelyek az etilén altal indukalt kiilonboz6 védelmi reakciokban vesznek részt (Guo és mtsai.,
2004.) (6. abra).

Ethylens
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PDF1.2 HLS1 7
Defense Drifferential
responses cell growth

Curnand Oginian in Pam Biclogy
6. abra. Az etilén jelatvitel génexpresszids szabalyozasanak modellje (Guo és mtsai., 2004.).

(ETR: etilén receptor; CTR1: szerin/treonin kindz; SIMK: séstressz altal indukalt mitogén
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aktivalt protein kinaz; SIMKK: SIMK kinaz; EIN2, EINS, EIN6: az etilén szignalizaciés 1t
pozitiv reguldtorai; EIN3, EILI1: transzkripcios faktorok; Ub/26S: proteoszoma; EREBPs:
etilén valasz elemekhez kotédoé proteinek; PERE: elsddleges etilén vélasz elem; ERF1: az
etilén valasz elemekhez kotddo proteinek egyik tipusa; TF: jdzmonsav altal szabalyozott
transzkripcids faktor; JA: jazmonsav, GCC boksz: a szekunder etilén valaszgének
promoterének etilén-specifikus cisz-hato elemei; PDF1.2: PLANT DEFENSIN1.2, etilén
valasz gén; HLS1: HOOKLESS]1, etilén valasz gén). Az d&bra bdvebb magyardzata a

szovegben talalhato.
2.3.5 A poliaminok és szerepiik az oxidativ stressz folyamatokban

A poliaminoknak ugyancsak fontos szerepiik van a kiilonboz6 abiotikus stresszorokkal
szemben kialakulé akklimatizacioban, igy K* hianynél, savstressz esetén, szarazsagstressz,
sostressz, valamint hidegstressz hatdsara megemelkedik a poliaminok koncentracidja.

A poliaminok minden ¢él6 szervezetben el6fordulnak. A baktériumokban és az allati
szervezetekben mar 50 éve ismert a jelentdségiik, a novényekben betdltott szerepiik vizsgalata
viszonylag késén kezdddott meg.

A ndvényekben leggyakrabban eléfordulé poliaminok kozé tartozik a diamin
putreszcin (Put), a triamin spermidin (Spd) €s a tetramin spermin (Spm).

A poliaminok koncentracidja ndvényi szovetekben nagyobbnak bizonyult, mint a
novényi hormonok koncentracidja, igy a poliaminok nem tekinthetéek hormonoknak, azonban
szamos olyan metabolikus folyamatot szabalyozhatnak kozvetleniil vagy kozvetve, amelyek
végsosoron kihatassal vannak a novények fejlodésére (Pandey és mtsai., 2000.).

A poliaminok fontos szerepet jatszanak a sejtosztodasban. A Spd és a Spm a sejtciklus
Gi1-S atmenetéhez sziikséges, ugyanakkor a Put Spd-né vald atalakulasa kontrollalja a
sejtosztodas sebességét.

A poliaminok lebontasat aminoxiddzok végzik: a diamin oxidaz (DAO) és a poliamin
oxidaz (PAO). A DAO a Put oxidalasat végzi, a reakcio soran keletkezik 4-aminobutiraldehid,
H,0,, a reakcid végterméke pedig az 1-pirrolin. A PAO a Spd-t és a Spm-t oxidalja el, a
reakcid sordn 1,3-diaminopropan (Dap) és H.O, keletkezik. A Spd és a Spm gatolta a
NADPH-oxidaz miikddését, ily modon pedig a O, keletkezését, a Put pedig kivédte a PAO
altal generalt H,O, altal indukalt PCD kialakulasat sz616 protoplasztokban (Papadakis és
mtsai., 2005.). A PAO hatasat tanulmanyoztak olyan transzgénikus dohany ndvényben is,
ahol indukaltdk a PAO expressziojat és azt tapasztaltdk, hogy ez az expresszio kissé

megemelkedett H,0, koncentraciot eredményezett, ami indukalta az antioxidans
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mechanizmusokat, ezaltal hozzéjarulva a sejtek tuléléséhez valamint a névény normalis
novekedéséhez. Azonban mindez stressz koriilmények kozott nem volt elég a ndvény
tuléléséhez (Moschou és mtsai., 2008.). A PCD a poliaminok keletkezésének és lebontasanak
aranyatol fligg: amikor a poliaminok szintézise gyorsabb, mint a lebontasa, akkor a PCD
kivédhetd, ellenkez6 esetben azonban PCD alakul ki (Moschou és mtsai., 2008.).

A poliaminok gétoljak a szeneszcencidt az etilén bioszintézis gatlasa altal (Pandey és
mtsai., 2000.). A Spd és a Spm prekurzora megegyezik az etilén prekurzoraval, és ez nem
mas, mint az S-adenozin-metionin (SAM), (7. abra). Megfigyelték paradicsomban, hogy a
poliaminok gatoltdk a sebzés indukalta 1l-aminociklopropan-1-karbonsav (ACC) szintiz
transzkripcidjat. A poliaminok, akarcsak a SA, specidlisan szabalyozhatjak az etilén
bioszintézisét az ACC szintaz transzkripcidjanak szabdlyozdsan keresztiil. Szamos
megfigyelés azt mutatta, hogy a poliaminok késleltették az oregedés folyamatat ndvényi
szovetekben az ACC szintaz enzim gatlasa altal (Lee és mtsai., 1997.; Hong és mtsai., 1996.).
A poliaminok modositani tudjadk az etilén bioszintézisét, és versengenek az etilénnel a
rendelkezésre 4all6 SAM megszerzéséért (Katoh ¢és mtsai., 1987.). Bar a poliaminok
elnyomhatjak az etilén bioszintézist, és stabilizalhatjdk a membrdnokat, ez a hatds nem
altalanosithato. Megfigyelték, hogy a poliamin kezelés szegfiiben stimuldlhatja is az etilén
szintézisét, felgyorsult oregedést eredményezve (Downs és mtsai., 1986.). Lee és mtsai.
(1997.) azt talaltak, hogy a Spm levagott szegfii viragokban késleltette az Oregedést, és a
sziromlevelekben csokkentette az etilénprodukciot, az ACC tartalmat, az ACC szintaz,

valamint az ACC oxidaz aktivitasat.

Arginine
N\ Arginine
DFMA decarboxylase
L)
Ornithine Agmatine
Ornithine 'DFM(]
Methionine decarboxylase 4
= Putrescine
SAM synthase § §A;’b? P
decarboiyiase Spermidine synthase
SAM ——iciGmap Decarboxylated
" SAM
AVG | ACC synthase Spermidine
v
ACC Spermine synthase
ACC oxidase
Spermine
Ethylene

7. abra. A poliaminok és az etilén bioszintézise kdzotti kapcsolat (Pandey és mtsai., 2000.).
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(SAM: S-adenozil-metionin; ACC: 1-aminociklopropan-1-karbonsav; AVG: aminoetoxivinil-
glicin, DFMA: DL- difluormetil arginin; DFMO: DL-difluormetil ornitin, MGBG:

metilglioxal-bis-guanilhidrazon). Az abra bévebb magyarazata a szovegben talalhato.

A poliaminok antioxidansként is ismertek, a kiilonbdz6 poliaminok eltéré mértékben,
de gatolhatjdk a NADPH oxidazt. Az abiotikus stresszorok altal aktivalt ROS kioltasaval a
poliaminok ndvelik a sejtek életképességét, és hozzdjarulnak a sikeres akklimatizaciohoz. A
Put javitja az ¢életképességet, csokkenti az O," akkumulaciot és elGsegiti a sejtosztodast a
stresszhatasnak kitett novényekben. Papadakis és mtsai. (2005.) kimutattak, hogy az exogén
Put kezelés novelte az életképességet szOlo, illetve dohany protoplasztok esetében A Put
szintjének ndvekedése gatld hatasti lehet a DNS metilaciora, ami lehetévé teszi egyes
specialis gének expresszidjat (Martin-Tanguy és mtsai., 1996.). A Put fokozta a glutation
oxidacidjat (Nagele és mitsai., 1994.), és szabalyozta az antioxiddns enzimek aktivitasat
oxidativ stressz alatt (Podulso és Gurran, 1996.). A Put-nek kiemelt szerepe lehet a ndvény

A Spd és az Spm a membranhoz kapcsolodo fehérjékkel asszocialhat. A H,0,
akkumulacié szempontjabdl a Spd és a Spm ellentétes hatasa, mint a Put. Ezen sejtek jobban
akkumulaltak a H,O,-0t a NADPH oxidaz aktivacidja kovetkeztében (Ogata és mtsai., 1996.).
A poliaminok endogén H,O; tartalomra gyakorolt hatdsa azonban fliggott a ndvényi anyagtol,
ugyanis mas esetben protoplasztokban az exogén poliaminok csokkentették a O~
akkumulaciot (Xing és mtsai., 1997.). Exogén poliaminok kifejthetnek antioxidans hatast is a
ROS-kiolté enzimek aktivalasaval (Bors és mtsai., 1989.).

Osszegezve tehat, az antioxidans poliaminoknak nemcsak a ROS-t kiolté aktivitasuk
van, hanem a NADPH oxidazt is gatolhatjak, amely koncentraciofiiggd és korrelacioban van a
poliaminok amino-csoport szamaval.

Ugyanakkor Yamasaki és mtsai. (2006.) kimutattdk, hogy a Spd és a Spm nagyon
gyors NO akkumulaciot indukalt Arabidopsis csirandvényekben, mig Put esetében ez a hatas
nem volt megfigyelhetd.

A poliaminok spektruma valtozik a sostressz hatdsara a kiilonb6z6 fajokban. A
poliaminok s6 indukalta oxidativ stresszben betdltott szerepét tobbek kozott a virginiai
feny6ben tanulmanyoztak. Azt tapasztaltak, hogy a poliaminok csdkkentették a sostressz altal
indukalt oxidativ karosodast a ndvényekben, azaltal, hogy megndvelték bizonyos antioxidans

enzimek aktivitasat, és ekdzben lecsokkentették a lipid peroxidaciot (8. abra). A Put, a Spd és
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a Spm megnovelte az APX, a GR és a SOD aktivitasat, és ugyanakkor lecsokkentette a lipid
peroxidaciot (Tang €s Newton, 2005.).

sOstressz poliaminok

|
bizonyos antoxidans enzimek bizonyos antioxidans enzimek
aktivitasa csokken aktivitasa né
lipidperoxidacié n6 lipidperoxidacio csokken
oxidativ karosodas n6 oxidativ karosodas csokken
novekedés csokken novekedés Gjra megindul

8. abra. A poliaminok szerepe a s6 indukalta oxidativ stresszben (Tang és mtsai., 2005.). Az
abra bovebb magyarazata a szovegben talalhato.

Fontos a Spd és Spm koncentracidjanak megemelkedése a magas NaCl
koncentracionak kitett gyokerekben (Lin és Kao, 1995.). A S. pennellii hajtasaban a sostressz
hatasara a Put joval korabban akkumuldlodott és nagyobb koncentraciot ért el, mint a S.

esculentumban, ez utdbbi joval érzékenyebben reagalt a sohatasra (Santa-Cruz és mitsai.,
1999.).

2.3.6 Az ABS és az dltala indukalt H,O5 és NO termelés

Az ABS, mint névényi hormon, fontos sejtfolyamatok szabalyozdja. Tobbek kozott
serkenti az oregedési folyamatokat, gatolja a hajtds megnyulasos novekedését. Ezenkiviil
védo szerepet jatszik olyan abiotikus stresszel szemben, mint a szarazsag, a s6 és a hideg
stressz.

Az ABS bioszintézisének a szabalyozasa szoros kapcsolatban all magukkal a
stresszfolyamatokkal.

Az etilén kozvetleniil hat az ABS bioszintézisére, a 9-Cisz-epoxikarotinoid dioxigenaz
(NCED), a xantoxal-dehidrogenaz és az abszcizinaldehid oxidaz (AAO) aktvitasanak
fokozasaval, etilén hatasara megnovekszik az ABS tartalom (Hansen és mtsai., 2000.) (9.

abra).
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A poliaminok bioszintézisében résztvevo kulcsenzimek koziil az arginin dekarboxilaz
¢és a Spd szintaz (Zmspd 1,2) transzkripcionalis szinten, ABS altal szabalyozodnak (Jiménez-

Bremont és mtsai., 2007.).
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9. abra. Az etilén és abszcizinsav (ABS) bioszintézis kozotti kapesolat (Hansen és mtsai.,
2000.). (IAA: indol ecetsav; AVG: aminoetoxivinil-glicin; SAM: S-adenozil-metionin; ACC:

1-aminociklopropan-1-karbonsav; ABA: abszcizinsav; PA: poliamin). Az abra bévebb

magyarazata a szovegben talalhato.

Az ionos ¢és nem ionos ozmotikus stressz, illetve a szdrazsag kovetkeztében
szintetizalodd ABS leggyorsabban kialakuld hatdsa a sztomak zarddasa, amit a
hajtasnovekedés gatlasa kovet abban az esetben, ha a talaj viztartalma tovabb csokken
(Wilkinson és mtsai., 2002.). A talajban kialakuld szarazsag, illetve a sostressz hatasara
eldszor a gyokérben fokozodik az ABS szintézis, €s emelkedik meg az ABS koncentracio.
Ezutan a hormon a xilémen keresztiil a hajtasba transzportalodik, majd vagy a levél
apoplasztjadba jut, vagy belépve a sejtekbe, a nagyob pH-val rendelkezd
sejtkompartmentumokban, pl. a megvilagitott kloroplasztiszban halmozdédik  fel.

Stresszhatasra a xilémnedv pH-ja 6.0-r6l 7.0 koriilivé valik, és ezaltal az ABS nagyobb
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hanyada marad az apoplasztban és jut el a sztoma zardsejtekig, ahol is sztomazarodast
indukal.

Az ABS-indukalt sztémazarodast a masodlagos jelatvivé, a citoszolikus szabad [Ca®*]
szabalyozza a zardsejtekben. Az ABS indukalta Ca®" szint emelkedést a citoplazmaban a
plazmamembréanban talalhatd Ca®* csatorndkon a kiilsé térb8l bearamlo Ca®* okozza (Kwak
¢és mtsai., 2003.).

Az ABS a sztémazarosejtekben indukalja mind a HyO,, mind pedig a NO szintézisét.
Farmakoldgiai adatok alapjan az ABS és a H,O, indukalta sztomazarddast egyarant a mitogén
aktivalta proteinkinaz (MAPK) jelatviteli Gt szabalyozza. A protein defoszforilacio is fontos
szerepet jatszik az ABS indukalta folyamatokban (Schroeder és mtsai., 2001.). Noha az még
kérdéses, hogy a H,O, pontosan milyen folyamatokat szabalyoz, a NADPH oxidaz két
alegységének (AtrbohD és AtrbohF) részvétele ebben az ABS szabdlyozta folyamatban
igazoltnak tekinthetd. A kettés mutansok sztomazarddast mutattak, amelyet a kiils6leg adott
H,0, segitségével lehetett korrigalni (Kwak és mtsai., 2003.; Desikan és mtsai., 2004.).

Az ABS a szignalizacidoban szerepet jatszo tagok egy Osszetett haldzatat aktivalja,
beleértve a G-proteineket, protein kinazokat, protein foszfatazokat, ROS-t, citoszolikus
szabad kalcium szintet és ioncsatornakat (Irving, Gehring és Parish, 1992.; Hamilton és
mtsai., 2000.; Schroeder és mtsai., 2001.; Wang és mtsai., 2001.; Bright és mtsai., 2006.;
Gonuguta és mtsai, 2008.). A ROS fontos komponense az ABS indukalta jelatvitelnek. A
kalmodulin gén expresszidjat (Hu és mtsai., 2007.). Arabidopsisban az ABS indukalta
sztdmazarodast a flavin analdg difenilén jodoniummal (DPI), a NADPH oxidaz gatloszerével
meg tudtdk sziintetni. A NADPH oxidaz altal generalt H,O, hatasara kalcium csatorna
aktivalodott, mely a HyO, szintézis szerepére utal az ABS indukalt sztomazarodasban
(Desikan és mtsai., 2004.).

Az ABS a sztoma zardsejtekben NO szintézist is indukal. Amennyiben a NO nincs
jelen a rendszerben, ugy a sztomak nem zarddnak, ezzel igazolva a NO szerepét ezen
¢letfolyamat soran (Garcia-Mata és Lamattina, 2002.). A H,0; indukalta sztbmazarodas a NO
kioltasaval gatolhatd, ugyanakkor mind az ABS, mind a H;O, serkenti a zardsejtek NO

szintézisét (Desikan és mtsai., 2004.) (10. abra).
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10. abra. Az abszcizinsav (ABA) altal indukalt jelatviteli utak sztoma zardsejtekben (Desikan
¢és mtsai., 2004.). (H20,: hidrogén peroxid, NO: nitrogén monoxid). Az egységes vonalak a
kisérleti uton igazolt, a szaggatott vonalak pedig a feltételezett szignalizdcids utakat

szemléltetik. Az dbra bdvebb magyarazata a szovegben talalhato.
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2.4 A szalicilsav (SA) fiziologiai hatasai novényekben

1828-ban Johann Buchner izolalta elészor a flizfa barkdjabol a szalicint és annak
glilkozidjat. A SA a novényi fenolvegyiiletek kozé tartozd benzoesav szarmazék, talajlako
mikrobdk is képesek a szintézisére. A termesztett ndvények gyokérzetének rizoszférajaban
talalhatd mikroorganizmusok is képesek a szalicilsav bioszintézisére, pl. a kukorica, illetve a
mungo6 bab rizoszférajaban 31 és 141 pg SA-t talaltak 100 g szaraz talajban. A SA altalaban
nem a kornyezetbdl keriil a ndvényekbe, hanem magukban a névényekben szintetizalodik.

Mivel a mikroorganizmusok, vagy a névények gyokere altal exudalt SA erételjesen
befolyasolja a novények novekedését, allelopatikus anyagnak tekinthetd. Novekedésgatld
hatdsa abban nyilvanul meg, hogy hat a novények vizhaztartasara. SA-val kezelt szoja
novények a kontrollnal alacsonyabb vizpotencialt és kisebb sztomakonduktancidt mutattak
(Barkosky ¢és Einhellig, 1993.). A SA novekedésgatlast és sztomazarodast idézett eld
16babban is (Manthe és mtsai., 1992.), gatolta a plazmamembranban lokalizdlodé H'-ATPaz
aktivitasat (Bourbouloux és mtsai., 1998.), valamint a K*, a Mg* és a CI- felvételét
(Baziramakenga és mtsai., 1994.).

A vizhaztartds mellett a SA a fotoszintézisre is hatassal van. 100 uM-os SA kezelés
arpaban csokkentette a levél novekedését, a klorofill és fehérje tartalmakat, a fotoszintézis
maximalis sebességét, a Rubisco enzim aktivitasat (Pancheva és mtsai., 1996.). Ezzel
ellentétben a SA kezelés buzdban fokozta a fotoszintetikus elektrontranszportot (Sahu és
mtsai., 2002.), és elokezelésben alkalmazva feloldotta a fotoszintézisgatlod herbicid, a paraquat
altal indukalt gatlast a CO, fixaciora (Ananieva és mtsai., 2002.).

A SA fontos szerepet jatszik a biotikus, illetve az abiotikus stresszrezisztencia
kialakitasaban. Dohanymozaikvirussal fertdzott, rezisztens dohany fajtaban (Nicotiana
tabacum cvar xanthi) megfigyelheté, hogy a SA koncentracidja jelentésen, kb.
negyvenszeresére emelkedik. Mind a kdzvetleniil fertdzott, mind pedig a tavolabbi levelekben
fehérjék expresszidjat. A PR proteinek expresszidja kivalthato volt exogén SA kezeléssel is.

Részben a szubletalis oxidativ stressz generalasaval, és ennek kovetkeztében a
redoxregulalt, antioxidans enzimek expresszidjanak fokozasdval hozzdk Osszefliggésbe az
SA-nak azon hatasait, amelyeket az abiotikus stresszorok hatasainak mérséklése kapcsan
tapasztalhatunk. A SA eldkezelés fokozta a névények rezisztencidjat az UV-B sugarzassal és

az 6zonnal (Yalpani és mtsai., 1994.), a paraquattal (Ananieva éa mtsai., 2004.), a héstresszel
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(Larkindale és Knight, 2002.), a hidegstresszel (Janda és mitsai., 1999.), a vizhidnnyal
(Bezrukhova és mtsai., 2001.), a nehézfém stresszel (Mishra és Choudhury, 1999.) valamint
sostresszel szemben (Szepesi és mtsai.,, 2009.). Azonban az abiotikus stresszrezisztencia
fokozasahoz sziikséges SA koncentracio fligg a ndvényfajtol, a kezelt szdvet tipusatdl, a
kezelés modjatol és idotartamatol. A SA kis koncentracidban fokozta dohany ndvények
hétiirését, azonban a 0,1 mM koncentracidnak mar nem volt védo hatdsa. A SA jelenlétének
fontossagat az abiotikus stresszrezisztencia kialakitasaban SA bioszintézisben mutans NahG
transzgénikus novények segitségével bizonyitottdk, amely novények bakterialis
(Pseudomonas putida) eredetii szalicilat-hidroxilaz gént hordoznak és ezaltal képtelenck a SA
felhalmozésara, mivel a szalicilat-hidroxildz enzim a szalicilsavat katekolla alakitja (Gaffney
¢s mtsai., 1993.). Ezek a transzgénikus novények hdstressz esetén érzékenyebbek voltak a
magas hémérséklet okozta oxidativ karosodésra, mint a normal SA szinttel rendelkezd, nem
transzformalt ndvények (Larkindale és Knight, 2002.).

Altalanossagban elmondhatd, hogy alacsony koncentracioban a SA atmeneti oxidativ
stresszt okoz a novénynek, ezaltal novelve a ndvény antioxidativ kapacitasat (Knorzer és
mtsai., 1999.), illetve indukalja egyes, a stresszor elleni védekezésben szerepet jatszo
anyagok, pl. a poliaminok szintézisét (Németh és mtsai., 2002.), magasabb koncentracioban
azonban olyan mértékii oxidativ stresszt eredményez, melyet a névény mar nem tud kivédeni
¢€s végso soron a novényi egyed pusztulasat eredményezi.

A SA kozvetleniil részt vesz a HR ¢és a szisztematikus szerzett rezisztencia
kialakitasaban. A HR a novények azon védekezése a korokozokkal szemben, melynek sordn a
fert6zés helye koriil a sejtek ,,elhalasaval” nekrotikus 1ézi6 alakul ki. A HR rezisztenciat
indukal a fert6zott sejtek kornyezetében, ami, ha az egész ndvényre kiterjed, szisztematikus
szerzett rezisztenciar6l beszélhetiink. Az oxidativ robbands jellemzé a hiperszenzitiv
reakciora. A HR kovetkeztében mind a fertdzés helyén, mind a tavolabbi levelekben megindul
a SA szintézise. A ndvény és a patogén kozotti felismerési reakcidt kdvetden jelatvitel
indukalodik, melynek hatdsira a NADPH-oxiddz enzim aktivalodik. A NADPH oxidaz
miitkodésének eredményeképpen O,°, majd végiil H,O, keletkezik. Ha sok ROS keletkezik,
akkor a fert6zés helye kortil PCD alakul ki, de ha ezen oxigénformakat a sejtek inaktivalni
tudjak, akkor akklimatizéacio jon létre.

Az antioxidans enzimek analizise soran bebizonyosodott, hogy amig a SA eldkezelés
nem okozott jelentds valtozast az APX (EC 1. 11. 1. 11.) és a SOD (EC 1. 15. 1)
aktivitasaban, addig jelentdsen novelte a KAT (EC 1. 11. 1. 6.), a GR (1. 6. 4. 2.) és a
peroxidaz (EC 1. 11. 1. 7.) aktivitasat kukoricaban (Janda és mtsai., 1999.).
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Ugyanakkor Rao ¢és mtsai. (1997.) megfigyelték, hogy a SA eldkezelés megndvelte a
fehérjék oxidativ karosodasat is. A SA eldkezelés hatasara bekdvetkezd HpO, szintek
megemelkedése Osszefliggésben volt a Cu, Zn-tartalmi SOD aktivitasanak novekedésével,
valamint a KAT ¢és az APX gatlodasaval.

Hosszantartd SA kezelés Arabidopsis-ban (Rao és mtsai., 1997.), illetve Astragalus
adsurgens Pall. kalluszkultiraban (Luo és mtsai., 2001.) csokkentette az APX, illetve a KAT
aktivitasat, ezaltal megnovelve a H,O, szintet. Késébb bebizonyosodott, hogy a SA Kkatalazt
gatlo hatasa csak egyes izoenzimek esetében érvényesiil (Horvath és mtsai., 2002.). A KAT
gatlasa kovetkeztében megemelkedik a H,O, koncentracidja és oxidativ stressz indukalodik,
amely pedig biotikus stresszfolyamatokban HR kialakulasahoz vezet.

A HR programozott sejthalallal zarul, amely folyamathoz a NO is hozzajarul.
Kimutattak, hogy a SA bizonyos koncentracioban indukalja a NO szintézisét Arabidopsis
thaliana csiranévényekben, amely szintén PCD kialakulasahoz vezethet (Zottini és mtsai.,
2007.).

Ugyanakkor nemcsak a SA hatdsara n6 meg a ROS mennyisége a sejtben, a ROS is
okozhat SA felhalmozddast (Leon és mtsai., 1995.; Enyedi, 1999.). Ez utobbi megfigyelés
egy ongerjesztd szalicilsav-hidrogénperoxid ciklus hipotézishez vezetett, amely ciklus végso

soron a ROS felhalmozodasat és a sejt halalat eredményezi (Van Camp és mtsai., 1998.).
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3. Célkitizések

A SA allelopatikus anyag, mely gyokérexudatumon keresztiill hat a ndvények
novekedésére Novekedésgatld hatdsa abban nyilvdnul meg, hogy csokkenti a ndvények
vizpotencialjat és sztdmakonduktancidjat. Gyokérkezelésként torténd alkalmazasa egyrészt
modellezi a természetes viszonyokat az alacsony koncentraciok esetében, mig a soOstressz
akklimatizaciot fokozd koncentraciok a paradicsom esetében hidroponikus nagyiizemi
termesztés sordn alkalmazhatok lehetnek. Irodalmi adatok mutatjdk, hogy a SA a KAT
stressz, végso soron pedig HR kialakulasdhoz vezethet. A SA indukélhatja a NO szintézisét is,
amely végso soron szintén HR-t okozhat biotikus stresszfolyamatok soran.

Ugyanakkor a SA  bizonyos koncentracidban fokozhatjia a  novények
stresszrezisztenciajat mind biotikus, mind abiotikus stresszfolyamatokban. Tanszékiinkon
foly6é korabbi kutatasok eredményei igazoltak az exogén SA el6kezelés hatdsossagat a
sostressz akklimatizacioban (Tari és mtsai., 2009; Szepesi és mtsai., 2009). A kiilséleg
alkalmazott SA el6kezelések koziil a 10* M-os kezelés bizonyult alkalmasnak a sostresszel
szembeni rezisztencia kialakitasaban, abban az esetben, ha az elOkezeléseket hosszu tavon
alkalmaztak.

Szepesi és mtsai. (2009.) kisérleteikben megallapitottak, hogy a 10" Mésa 10 M SA
elokezelés paradicsom novényekben csak 4atmeneti zavart okozott a vizhaztartasi
paraméterekben, €és a vizpotencidl atmeneti csokkenése utan a ndvények ozmotikusan
adaptalodtak. Ugyancsak megemelkedett a ndvényekben a 10 M-os SA elékezelés hatasara
az ABS szintézisét katalizalo abszcizinaldehid oxidaz aktivitds, ami mind a gyokérben, mind
a levelekben megemelkedett ABS tartalmat eredményezett. Az ozmotikus adaptacio €s az
ABS, mint stresszhormon koncentralodasa egyfajta ,,priming”-nak, edzett allapotnak
tekinthetd, ami megkonnyitette az ezt kdvetd sostressz akklimatizaciot, amit 100 mM NaCl
alkalmazasaval idéztek el6. A sikeresen akklimatizalods 10 M-os SA-val elékezelt
novényekben a sostressz alatt a vad halofita paradicsom fajokra jellemzd poliamin spektrum,
¢és a S. pennelii-re jellemz6 antioxidans enzimaktivalodas kovetkezett be. Nem tortént meg
azonban a kiilonbozd hatast eredményezd SA koncentraciok altal kivaltott biokémiai és
fiziologiai valtozasok 1d6 fiiggvényében torténd Osszehasonlitd vizsgdlata az el6kezelések, a
,»priming” alatt, ami lehetdvé teszi azoknak a tényezdknek a kiemelését, amelyek jelenlétében
¢s/vagy hidnyaban fokozddik a novények edzettsége, sikeres, ,,priming” tipust hatas alakul ki,

illetve indukalddik a PCD.
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Munkam sordn célom volt a széles koncentricidintervallumban alkalmazott SA
elokezelések hatterében hizodo biokémiai faktorok vizsgalata a priming, illetve az azt kovetd
sostressz alatt, mely intervallum magaba foglalja a rezisztenciat fokoz6 és esetlegesen a
novények pusztulasat eldidéz6 SA koncentraciokat.

Kisérleteimhez Solanum lycopersicum Mill. L. cv. Rio Fuego paradicsom novényeket
¢és az esetleges interakcidk tisztdzasahoz modellrendszerként a novények levelébdl izolalt

mezofill protoplasztokat hasznaltam.

Kutatasi célok:

1. A széles koncentraciointervallumban alkalmazott SA elokezelések hatasanak

vizsgalata az elokezelések alatt:

e Viltozik-e a hosszatava el6kezelés soran az SA vizhaztartdsra gyakorolt hatdsanak

alapjat képez0 sztémakonduktancia?

e Viltozik-e a sztomalimitacié altal is kontrollalt fotoszintetikus aktivitas, a COs
asszimilacios rata, a klorofill-a fluoreszcencia indukcios paraméterek és a kiilonb6z6
fotoszintetikus  pigmentek mennyisége, valamint az ozmotikus adaptacio

kialakitasaban fontos szénhidratok akkumulacigja az SA eldkezelések hatasara?

e Mi a szerepe a fotoszintetikus aktivitas esetleges valtozasanak a ,,priming”

folyamataban?

e Van-e valtozas mar az elOkezelések soran a sostressz akklimatizacidban is fontos

crcr

poliaminok altal is szabalyozott etilénprodukcioval? Része lehet-e ez a ,,priming”-

nak?

e Hogyan befolyéasolja a SA eldkezelés a reaktiv oxigénformak mennyiségét és a NO
tartalmat paradicsom noévények gyokerében az id6 fiiggvényében? A ROS, vagy az

NO jatszik fontosabb szerepet az SA indukalt edzettségi allapot kialakulasaban?
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Sziikség van-e a ROS ¢és/vagy az NO tartésan megemelkedett szintjére az eldkezelés

alatt a sostressz akklimatizacié sikerességéhez?
e Hogyan hat a rovid, illetve a hossza tava SA eldkezelés a detoxifikdcidban szerepet
jatszo és a szovetek H,O, tartalmat dontéen meghatarozd6 SOD és KAT enzimek

aktivitasara az id6 fiiggvényében?

e Hogyan valtozik a lipidperoxidacio mértéke az SA eldkezelések hatdsara rovid, illetve

hosszu tavon?

2. A SA elokezelések akklimatizaciot fokozo hatasanak vizsgalata 100 mM-os NaCl

altal kivaltott sostressz alatt:

e Van-e kiilonbség a fényintenzitas és az intercellularis CO; koncentracio fliggvényében

felvett fotoszintetikus aktivitasban a kontroll és az SA-val eldkezelt névények kdzott?

e Miképpen befolyasolja a hossztava SA eldkezelés a stresszrezisztencia markereket, a
klorofill-a fluoreszcencia indukcidés paramétereket, a kiilonb6z6 fotoszintetikus

pigmentek mennyiségét, a lipidperoxidacio mértékét, valamint az ozmotikus adaptécio

crer

e Hogyan hat a hosszutavii SA el6kezelés a stresszvalaszban fontos szerepet jatszo
novekedésszabalyozo anyagok kozil az etilénprodukciora sostressz alatt? Mindez

miképp jarul hozza a sostresszel szembeni sikeres akklimatizadciohoz?

e Hogyan befolyasolja a hosszutavli SA eldkezelés a ROS és NO tartalmakat sostressz

alatt?

e Miképpen befolyasolja a hosszitavli SA eldkezelés a detoxifikdcidban szerepet jatszo

SOD és KAT enzimek aktivitasat sostressz alatt?

e A teljes novény akklimatizacidjaban van-e szerepe annak, hogy a hajtasban és a

gyokérben lejatszodo folyamatok kiilonbozhetnek egymastol?
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2. A reaktiv oxigénformak és NO interakcidjanak vizsgalata mezofill protoplasztok,

mint modellrendszer segitségével:

e A tovabbiakban az SA hatasat egy sejtszintii modellrendszeren, levél mezofillum
sejtekbdl késziilt protoplasztokon vizsgaltam. Ezzel kikiiszoboltem a sejtfal hatasat, és
konnyen detektalhatova valtak az egyes sejtekben lejatszodo intracellularis valtozasok.
Ezen modellrendszer segitségével vizsgaltam, hogy a kiilonb6zé koncentracioji SA
kezelések hogyan hatnak az intracelluldris ROS ¢és NO keletkezésére, illetve a
protoplasztok életképességére normal koriilmények, illetve sdstressz alatt. Miképpen
befolyasoljak az akklimatizacio kialakitasa szempontjabol fontos
novekedésszabalyoz6 anyagok, igy a Put, Spd, Spm, az ABS valamint a PCD-ben
szerepet jatszo novekedésszabalyozod anyagok koziil az etilént generalo ACC a
protoplasztok NO ¢és ROS tartalmat? Milyen hatassal vannak az emlitett
novekedésszabalyozd anyagok a protoplasztok életképességére? Mi a Szerepe a
NADPH oxiddznak az egyes kezelések hatidsara indukalodo ROS ¢és NO

produkcioban?
o A fentiek figyelembevételével jelen munka célja a hosszatavh szalicilsav elékezelés

sostresszel szembeni akklimatizadciot fokozd hatisat eldidézd folyamatok

megismerése.
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4. Anyagok, modszerek és a kisérletek kivitelezése
4.1. Intakt ndovényen végzett kisérletek
4.1.1 Novénynevelés, alkalmazott kezelések

Kisérleteink soran Solanum lycopersicum L. cvar Rio Fuego paradicsom novényeket
vizsgaltunk. A csirdztatas 3 napon keresztiil sotétben, 26 °C- on tortént. Ezt kovetden a
novények két hetes korukig perlitben majd vizkultiraban, itiveghazi koriilmények kozott
novekedtek. A tapoldat Gsszetétele a kovetkezé volt: 2 mM Ca(NOs)z, 1 mM MgSOy, 0,5 mM
KH2PO,4, 0,5 mM Na,HPO,, 0,5 mM KCl ¢és a mikroelemek (10° M MnSO,, 5107 M
ZnS04,107 M CuSO4, 107 M (NH4)sM070,4 , 10° M H3BO,), 2:10° M Fe-EDTA, a tapoldat
pH-ja 5,8 volt. A ndvényeket 12 dras nappali és 12 6ras éjszakai periddus, 300 pmol m? s*
fényintenzitds és 55-60%-o0s relativ paratartalom mellett neveltik. A SA eldkezelést a
ndvények 3 hetes koratol 7 hetes koraig végeztiik 107-10% M-os koncentrécio intervallumban.
A sokezelés 6 hetes korban tortént 100 mM-os NaCl alkalmazasaval. A mintakat egyrészt az
elokezelést kdvetd 1 nap, 2 nap, 1 hét, 2 hét, 3 hét elteltével, masrészt a sokezelés megkezdése
utan 7 nappal vettiikk. A mérésekre hasznaltuk a gyokereket és a csucshoz legkdzelebb eso, de

mar kifejlett leveleket.

4.1.2 Fotoszintetikus paraméterek meghatarozasa

4.1.2.1 Sztomakonduktancia meérése

A sztomakonduktanciat a levelek adaxidlis és abaxidlis felszinének kozepén steady-

state porométerrel (PMR-2, PP Systems, UK) hataroztuk meg.

4.1.2.2 A CO; asszimilacio meghatarozasa a belsé CO; koncentrdcio fiiggvényében

A CO, fixalas sebességének meghatarozasa hordozhato fotoszintézis mérd rendszerrel
(LI1-6400, Lincoln Nebrasca-USA) és a hozza kapcsolt infravords gazanalizator segitségével
tortént. A mérékamraban a mérés sordn mindvégig standard koriilményeket biztositottunk:
25°C, 65+10 % nedvességtartalmu levegd, melynek aramlasi sebessége 500 umol m?2s? volt.
A mérésekhez a novények legfiatalabb, de mar kifejlett csucsi leveleit hasznaltuk fel. A
méréseket idofliggvényében (1., 2. nap, 1., 2., 3., és 4. hét) ¢és az intercellularis CO,
koncentracié fiiggvényében (50, 360, 400, 500, 700, 900, 1200, 1400, 1600 pumol/mol (C;)

végeztiikk. A CO; asszimilacio valtozasat (A/C; gorbe) fényadaptalt mintakon mértiik. A kiilsé
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CO, koncentracio valtozasa melletti CO; asszimilacio valtozas (A/C; gorbe) mérése soran a
mérést 360 pmol m™? s CO, koncentracion kezdtiik, majd 1épésenként lecsokkentettiik 50
umoél m?s-ig, majd innen néveltiik 1600 pmél m?s™? CO, koncentracidig (Guoth és mtsai.,
2009.). Az A/C; gorbe paramétereit exponencialis egyenlet (y= Yo+a(l-e™) segitségével
hataroztuk meg (Pfanz és mtsai., 2007), ahol Anax= maximalis asszimilacio (umol CO, m?s
Yy és CE= karboxilaciés hatékonysag (mol CO, m?s™) megfelel az A/C; gorbe kezdeti

emelkedésének (von Caemmerer és Farquhar, 1981.).

4.1.2.3 Fluoreszcencia indukcio és CO, asszimildacio meghatarozasa a fényintenzitas
fiiggvényében

A fluoreszcencia indukcié kinetikai paramétereit és a CO, asszimilacio fényvalasz
gorbéit, hordozhatod fotoszintézis mér6 rendszerrel (LI-6400, Lincoln Nebrasca-USA) és a
hozzé kapcsolt infravords gdzanalizator segitségével mértiik. A mérékamraban a mérés soran
mindvégig standard koriilményeket biztositottunk: 25°C, 65+10 % nedvességtartalmii 360
pmoél/mol CO, tartalmli levegd, melynek aramlési sebessége 500 pmol m? st volt. A
mérésekhez a novények legfiatalabb, de mar kifejlett csucsi leveleit hasznaltuk fel. A
méréseket idofliggvényében (1. nap, 1., 2., 3., és 4. hét) ¢és a fényintenzitas fiiggvényében (50,
150, 300, 400, 500, 700, 1200, 1500 umol m? st (PAR) végeztiik, miutan a leveleket 10
percig sotétadaptaltuk. 8 perc megvilagitdas minden fényintenzitdson elegendd volt a CO;
asszimilacio egyensulyi értékeinek eléréséhez. A 8 perces intervallumok végén a telitési
fényimpulzusokkal tortént a kioltasi paraméterek meghatarozasa (Guoth és mtsai., 2009.). A
fénygorbe paramétereit az A= Amayx (1-€29FPFPLP)y eovenlet segitségével hataroztuk meg,
ahol Apma= maximalis asszimilacio, A= fotoszintetikus kvantumhasznositas és Lcp=
fénykompenzacios pont (PPFD A=0-nal) (Peek és mtsai., 2002; Brodersen és mtsai., 2008.).
A mért klorofill fluoreszcencia értekekbdl (Fn, Fo, Fy, Fs, Fm’, Fo’) a kovetkezd, gyakran
hasznalt paramétereket hataroztuk meg:
1. R/Fn (Fm - Fo/lFn), ami megadja a masodik fotokémiai rendszer maximalis
kvantumhasznositasat, azaz a reakcidocentrumok altal begylijtott Osszes energia fotokémiai
munkara fordithato részét (Bilger és Schreiber, 1986.).
2. A masodik fotokémiai rendszer effektiv kvantumhasznositasat (®psy;), (Yield), ami a teljes
energia az éppen nyitott reakcidcentrumokban, fotokémiai munkavégzésre felhasznalt része,
azaz ®ps)= (Fn’-Fs)/(F’) (Genty és mtsai., 1989.).
3. A fotokémiai kioltast (qp), azaz qp=(Fm’-Fs)/(Fm’-Fo’) (Bilger és Schreiber, 1986.).
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4. A nem fotokémiai kioltasi paramétereket (NPQ), azaz NPQ=(Fny-Fn’)/Fn (Bilger és
Bjorkman, 1990.).

4.1.2.4 A fotoszintetikus pigmenttartalmak meghatdrozasa

A klorofill és a karotinoid pigmenttartalmak meghatarozasanal Sims és mtsai. (2002.)
altal kidolgozott modszert hasznaltuk fel. A klorofillok kivondsa két fazisban tortént. 25 mg
tomegli levélszovethez 1,5 ml 100%-os acetont adtunk hozza, és 24 6ran keresztiil allni
hagytuk. Ezutan lecentrifugaltuk (15000 rpm, 15 perc, +4°C), majd a feliiltszot félretéve, 1,5
ml 80%-os acetonnal ismét 24 Oras extrakcionak vetettik alda a mintat. Az
abszorpcioméréseket KONTRON Double-Beam spektrofotométer segitségével végeztiik. Az
extraktumok pigmenttartalmait 470, 534, 643 és 661 nm-en mért abszorpciok alapjan
szamitottuk ki a kovetkezd képletek alapjan:

Kl a= 0.01261*Ag61-0,001023* As34-0.00022* Ags3

K1 b=0.02255*Ag43-0.00439*As34-0.004488* Ags1

Kl a+b=Kla+Klb

Karotinoidok=(A470-17.1*(Kla+KIlb)-9.479*antocianin)/119.26

Antocianinok=0,0821*As34-0.00687*As43-0,002423* Age1

A pigmentek mennyiségét mg g™ friss tdmegre vonatkoztatva adtuk meg.

4.1.2.5 Az ésszcukortartalom meghatdrozdasa

Az 6sszcukor mennyiségének meghatarozasara a Dubois-féle (1956.) fenol-kénsavas
modszert hasznaltuk. 1 g novényi mintat 10 ml desztillalt vizben homogenizaltunk, majd 90
°C-on, 45 percig forraltuk. Hiités utan a mintdkat centrifugaltuk, majd a méréshez a feliiluszot
hasznaltuk. A méréshez 40 pul extraktumot, 360 pul desztillalt vizet, 400 pl 1.8 %-os fenol
oldatot és 2 ml kénsavat (100 %) mértiink dssze. A méréelegyet Osszerazva, 15 perc allas utan
490 nm-en fotometraltuk (KONTRON Double-Beam spektrofotométer). Az &sszcukor
mennyiséget szachar6zzal készitett kalibracios gorbe segitségével hataroztuk meg 20-250
pl/ml  koncentracidintervallumban. Az 0Osszcukor mennyiségeket g/g friss tomegre

vonatkoztatva adtuk meg.
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4.1.3 Hormonalis allapot meghatdrozadsa
4.1.3.1 Etilénprodukcio meghatarozdsa gazkromatograffal

A paradicsom novények etilénprodukciojat az idé fliggvényében mértiik. Minden
mintavétel alkalmaval a novények gyokerébdl és levelébol is 1 g mintdkat vettiink (ligyelve
arra, hogy ne sértsilk meg kozben az egyes leveleket), majd ezeket etiléngylijté csovekbe
helyeztiik, melyeket szilikon gumival ellatott kupakkal zartunk le légmentesen. A mérés
megkezdése elott a mintdinkat 1 oran at sotétben inkubaltuk. Az etiléntermelést Hewlett
Packard 5890 Series II. tipusu gazkromatograf segitségével, langionizacios detektorral,
aluminium-oxiddal t61t6tt oszlopon hataroztuk meg. A hélium vivégaz aramlasi sebességét 35
cm® perc?, a hidrogénét 30 cm® perc?, a leveg6ét 30 cm® perct értékre allitottuk be. Az
injektor 120 °C, a kolonna 100 °C, a langionizacids detektor 160 °C hémérsékleti volt. A
kalibracioval torténd 6sszehasonlitis nmol g™ friss tomeg h™ értékben adtuk meg.

4.1.3.2 Poliaminok analizise HPLC-vel

A poliaminokat Flores ¢és Galston (1982.) modszerével a Tari és Csiszar (2003.) altal
leirt protokoll szerint hataroztuk meg. 1 g névényi szovetet folyékony Ny-ben fagyasztottuk,
¢s 10 ml 5%-os perklorsavban homogenizaltuk 0 °C-on. Bels6é standardként 1 pM-0S
diaminohexant adtunk a mintdkhoz. Centrifugalas utan (4 °C, 20 perc, 15000 g), a feliiluszot 2
ml 2 M NaOH-dal ko6zombositettik, majd a poliaminokat 10 pnl benzoil-kloriddal
szarmazékka alakitottuk. 30 perces inkubacio utan a mintakhoz 1 ml telitett NaCl-ot adtunk,
majd a benzoil-poliaminokat 2x3 ml dietiléterrel extrahaltuk. A szerves fazist szarazra
paroltuk. A poliaminokat HPLC-n (JASCO HPLC system, Japan), reverz fazisu kolonnan
(Apex octadecyl Su, 250x4,6 mm), acetonitril:viz 45:55 (v:v) elegyével valasztottuk el, és UV

detektor segitségével 254 nm-en azonositottuk.
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4.1.4 Az antioxidativ enzimek aktivitasanak meghatdrozdsa
4.1.4.1 Szuperoxid-dizmutdz (SOD) (EC 1.15.1.1) aktivitds mérése

A novényi szovetet (1g) folyékony Nj- ben fagyasztottuk, és jégen 4 ml extrakcids
pufferben homogenizéltuk (1ImM EDTA-t, 1 mM PMSF-et, 13 mM metionint és 1% PVPP-t
tartalmazd 50 mM-os foszfat puffer, pH 7,0), majd 20 percen keresztiil 12000 g-vel, 4°C-on
centrifugaltuk. A 3 ml-nyi reakcidelegy 50 pl enzimkivonatot, 50 mM-0s tetrazolium-kéket
(NBT) és 0,2 mM-os riboflavint tartalmazott. A 15 perc utan keletkezett formazan
extinkcigjat 560 nm-en mértiik. A SOD aktivitdst az NBT riboflavin jelenlétében torténd
fotokémiai redukcidjanak gatlasa alapjan hataroztuk meg (Dhindsa és mitsai., 1981.). Egy
enzimegység azt az enzimmennyiséget jelenti, amely az NBT redukcidjanak 50%-os gatlasat

okozza fény jelenlétében. Az enzimaktivitist U g™ egységben adtuk meg.
4.1.4.2 Katalaz (KAT) (EC 1.11.1.6) aktivitdas meghatarozdsa

A ndvényi szoveteket 4 ml extrahalo pufferrel (50 mM-os foszfat puffer, pH 7,0) jégen
hiitott dorzsmozsarban eldorzsoltiik. A tisztitasi 1épéseket 0-4°C-on végeztiik. Centrifugalas
utan (10000 g, 30 perc, 4°C, Sorvall RC5B Plus tipusu centrifuga) a feliiluszobol dolgoztunk
tovabb. A novényi kivonat 100 pl-ét, 50 mM-os, 7,0-es pH-ju foszfat puffert, illetve 1%-0s
H,0,-ot tartalmazo, 3 ml térfogatu reakcidelegyben mértiik. A H,O, bomléasat 240 nm-en, az
1. és a 2. perc kozott mért extinkcidvaltozasbol hataroztuk meg. Egy enzimegység (U) az az
enzimmennyiség, mely 1 umodl H,O; elbontasat katalizélja 1 perc alatt (Upadhaya és mtsai.,

1985.). Az enzimaktivitast U g™ egységben adtuk meg.
4.1.5 A malondialdehid (MDA) tartalom meghatarozdsa

A lipidperoxidacio bomlastermékeinek mérését, ami elsésorban a malondialdehid,
tiobarbitursavas moddszerrel végeztik. A 0,3 g friss levélszovetet 5 ml 0,1%-0s
triklorecetsavban (TCA) homogenizaltuk, és 12000 g-n, 4 °C-on 20 percig centrifugaltuk.
Centrifugalas utan 1 ml feliiliszohoz 4 ml 20%-0s TCA-ban oldott 0,5%-0s tiobarbitursavat
adtunk, majd az elegyet 90 °C-on 30 percig inkubaltuk. A reakcidtermék mérését 532 nm-en
végeztiik. A malondialdehid tartalmakat 155 mM™ cm™ millimolaris extinkciés koefficiens

felhasznalasaval szamitottuk (Heath és Parker, 1968.).
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4.1.6 ROS és NO, valamint az életképesség meghatarozadsa
4.1.6.1 A Oy felszabadulas detektalasa

A SA kezelés, illetve sokezelés hatasara megvalosuld O, felszabadulasat paradicsom
novények levelében és gyokerében vizsgaltuk A O, detektalasara egy erre alkalmas festéket,
aztattuk 1 oran keresztiil, fényen. Ezutan eltavolitottuk az NBT oldatot, majd a mintdkra 96%-
0s etanolt pipettaztunk, és foztiik 15 percen keresztiil, 90 °C-on. Az etanol eltdvolitdsa utan
friss 96%-o0s etanolt pipettaztunk a mintakra. Az igy el6készitett mintakat ezek utan Zeiss
Axiovert 200M tipusi fluoreszcens mikroszkop alatt vizsgaltuk fénymikroszkop
iizemmodban. A felvételek készitésénél 5-szords objektivet alkalmaztunk. A mintakrol fotdt
készitettiink nagy felbontasu digitalis kamera segitségével (Axiocam HR, HQ CCD kamera,
1300x1030 dpi, Carl Zeiss, Jéna, Németorszag). A O, kioltasat a negativ kontroll

készitésekor ImM aszkorbattal végeztik.

4.1.6.2 A H,0, tartalom kvantitativ meghatarozasa

A SA, illetve a sokezelés hatasara felszabadulo H,O, tartalmakat Velikova (2000.)
modszere alapjan hataroztuk meg. A friss ndvényi anyagot (200 mg) 700 ul 0,1%-0s TCA-
ban homogenizaltuk, majd centrifugalas utan 0,5 ml feliiliszohoz hozzaadtunk 0,5 ml K-
foszfatpuffert (10 mM, pH=7,0) és 1 ml kalum-jodid (KJ) (IM) oldatot. A reakciotermék
mérését 390 nm-en végeztik 10 mM-0s K-foszfatpufferrel szemben. A H,0O, tartalmakat

kalibracios gorbe segitségével allapitottuk meg.

4.1.6.3. AH,0; és ROS in situ detektalasa

A Hy0; in situ detektalasara egy erre alkalmas festéket, diamino-benzidint (DAB), a
ROS in situ meghatarozasara pedig egy arra alkalmas fluoreszcens festéket, 2,7-
diklorodihidrofluoreszcein-diacetatot (H,DC-FDA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)
oran keresztiil, mikozben a mintakat folyamatosan razattuk. Ezutan leszivtuk a DAB oldatot,
majd a mintakra 96%-os etanolt pipettaztunk, és foztik 15 percen keresztiil, 90 °C-on. Majd
friss, 96%-os etanolt pipettaztunk a mintakra a régi etanol eltavolitasa utan. A H,DC-FDA
festés alkalmazasa soran a gyokereket 15 percen keresztiil festettiik 37 °C-on 10 uM-0s
H,DC-FDA alkalmazasaval. Kordbban kimutattdk, hogy ez a festék alkalmas a H;0»
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kimutatasara, de inszenzitiv nitrogén monoxidra (Myhre és mtsai., 2003.; Bi és mtsai., 2009.).
A festés utan 20 percen belill négyszer mostuk a gyokércsucsokat 2-(N-morfolin)-
etanszulfonsav (MES, Reanal, Budapest, Magyarorszag) pufferrel (10° M, pH 6,15), majd
mikroszkopos targylemezre helyeztiik ket.

Az igy elOkészitett mintdkat ezek utan Zeiss Axiovert 200M tipusu fluoreszcens
mikroszkop alatt vizsgaltuk. A felvételek készitésénél Otszords objektivet alkalmaztunk. A
mintakrol fotot készitettiink nagy felbontasu digitalis kamera segitségével (Axiocam HR, HQ
CCD kamera, 1300x1030 dpi, Carl Zeiss, Jéna, Németorszag). A H,DC-FDA-val festett
mintak esetében a ROS zdld fluoreszcencidjanak alapjan megmértiik a pixel intenzitast 3
ponton: 0,5, 1.0 és 1.5 mm-es zoénaknal, ami a ROS tartalommal aranyos. A H,0; kioltasat a
negativ kontroll készitésekor kataldzzal (100 U), illetve aszkorbattal (1 mM) végeztiikk. A
detektalt fluoreszcencia intenzitdst az Axiovision Rel. 4.6 nevii szoftver segitségével mértiik

meg.

4.1.6.4 A NO fluoreszcens mikroszkopos detektalasa

A SA, illetve a sokezelés hatdsara torténd NO felszabaduldst paradicsom
gyokércsticsokban mértiikk. A gyokércsticsokat NO-szenzitiv fluoreszcens festékkel, a 4,5-
diaminofluoreszcein-diacetattal (DAF-2DA, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) (10 uM) festettiik
meg. A festés 20 percen keresztiil 25 + 2 °C-on, sotétben tortént. A festés utan 20 percen beliil
négyszer mostuk a gyokércsucsokat 2-(N-morfolin)-etanszulfonsav (MES, Reanal, Budapest,
Magyarorszag) pufferrel (10'3 M, pH 6,15), majd mikroszkopos targylemezre helyeztiik dket
(Kolbert és mtsai., 2008.). Az igy elokészitett mintakat ezek utan Zeiss Axiovert 200M tipusu
fluoreszcens mikroszkép alatt vizsgaltuk. Az excitdcid hullamhossza A=495 nm, a
fluoreszcencia mérése 515 nm-nél tortént (Réthel és mtsai., 2003.). Az expozicids id6 mindig
azonos volt, 1,21 s. A felvételek készitésénél 6tszords objektivet alkalmaztunk. A mintakrol
fotot készitettiink nagy felbontasu digitalis kamera segitségével (Axiocam HR, HQ CCD
kamera, 1300x1030 dpi, Carl Zeiss, Jéna, Németorszag). A NO zo6ld fluoreszcenciajanak
alapjan megmértiik a pixel intenzitast 3 ponton: 0,5, 1.0 és 1.5 mm-es zonaknal, ami a NO
tartalommal aranyos. Ezzel a modszerrel a kimutatasi hatar 5 nM DAF-2DA (Kojima és
mtsai., 1998.). A detektalt fluoreszcencia intenzitast az Axiovision Rel. 4.6 nevii szoftver
segitségével mértiik meg. A festék alkalmazhatdésaganak igazolasa céljabol annak negativ
kontrolljat, 4-aminofluoreszcein-diacetatot (4AF-DA) (Calbiochem, San Diego, CA)

hasznaltuk 10 pM koncentracidoban. NO donorként 1 mM S-nitrozo-N-acetilpenicilamin
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(SNAP) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) kezelést alkalmaztunk. A NO kioltasara negativ
kontrollként 2-(4-karboxifenil)-4,4,5,5-tetrametilimidazol-1-oxil-3-oxid (c-PTIO) vegyiiletet
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) alkalmaztunk 1 mM koncentracioban.

4.1.6.5 Az életképesség meghatarozdsa

Az él6 és nem €16 sejtek elkiilonitésére 10 uM fluoreszcein-diacetat (FDA, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO) festéket alkalmaztunk. Az eljaras azon alapszik, hogy a fluoreszcein-
diacetat apolaros molekula, amely konnyen athatol a membranok lipidfazisan. Ezt a festéket
az ¢lo sejtek felveszik, majd az intracellularis térben levd aspecifikus észterazok
elhidrolizaljak. Ezéltal a nem fluoreszcens FDA-bol fluoreszcens szabad fluoreszcein
keletkezik, ami hidrofil karaktere miatt nem tud kiaramlani az ép sejtmembrannal rendelkez6
sejtb6l. Ezzel szemben az elpusztult sejtek vagy nem hidrolizaljak az FDA-t, mert enzimeik
inaktivalodtak, vagy ha hidrolizaljék is, abban az esetben a szabad fluoreszcein aramlik ki a
sejtb6l. Tehat ennek a festési eljarasnak az alkalmazasakor az ¢€l6 sejtek mutatnak
fluoreszcenciat, az elpusztult sejtek pedig nem. A gyokerek festése 5 percen keresztiil,
sOtétben tortént, majd 5 perces mosast alkalmaztunk a felesleges festék eltavolitasa
érdekében. A mikroszkopos megfigyelést ezek utdn Zeiss Axiovert 200M tipust fluoreszcens
mikroszkop segitségével végeztiik el. Az excitacio hullamhossza A=495 nm, a fluoreszcencia
mérése 515 nm-nél tortént (Réthel és mtsai., 2003.). A felvételek készitésénél Otszoros
objektivet alkalmaztunk. Az expozicids id6 mindig azonos, 1.22 s volt. A mintakrél fotot
készitettiink nagy felbontasu digitalis kamera segitségével (Axiocam HR, HQ CCD kamera,
1300x1030 dpi, Carl Zeiss, Jéna, Németorszag). A detektalt fluoreszcencia intenzitast az

Axiovision Rel. 4.6 nevii szoftver segitségével mértiik meg.
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4.2 Mezofillum protoplasztokon, mint modellrendszeren végzett kisérletek

4.2.1 Protoplasztok izoldalasa paradicsom novények levelébdl, majd a protoplasztok

kezelése

Kontroll paradicsom noévények csticshoz kozeli, fiatal leveleit olloval levagtuk.
Szachardzos K3 oldatot (1. tablazat) tartalmazo Petri csészékbe 3-3 szép levelet gytjtottiink.
A leveleket fonakkal felfelé helyeztiik a Petri csészékbe, €s ¢éles szike segitségével 2-3 mm-es
csikokra vagtuk, a féeret pedig kivagtuk. Az ily mddon elkészitett leveleket attettiik masik,
szachar6zos K3-t tartalmaz6 Petri csészékbe fonakkal lefelé, és kb.10 percig tartottuk benne.
Ezutan leszivtuk a K3-t Pasteur pipetta segitségével és kb.10-15 ml 2 %-os, cellulaz R-10
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) és 0,5 %-0s macerozim R-10 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)
sejtfalbontd enzimeket tartalmazé 0,4 M-os szachardzos K3 oldatot (pH=5,5) pipettaztunk a
Petri csészékbe. Masnap reggel Pasteur pipettaval Ovatosan Osszekevertiik az enzimes
levélkivonatot, majd atpipettaztuk steril acélszliron kis Erlenmeyer lombikokba. A lombikok
tartalmat atpipettaztuk Wassermann csdvekbe ugy, hogy a tetejiikrél 2-3 ml hidnyozzon.
Ezutan egy pipettanyi W5 mosooldatot (2. tablazat) rétegeztiink ra és kupakokkal lezartuk.
Kis fordulaton 5 percig centrifugaltuk, a protoplasztok a 2 réteg kozott, gyliriben gyiltek
Ossze. Ezutan a protoplasztokat a felsd réteggel atszivtuk ijjabb Wassermann csovekbe, ¢€s
ismét feltoltottiik W5 mosooldattal. Ezt kovetéen ismét a lehetd legkisebb fokozaton kb. 5
percig centrifugaltuk 6ket, aminek a hatdsara a protoplasztok végiil leililepedtek a csovek
aljara. Végiil a W5 oldatot leszivtuk és a mintakat feltoltottiik a kivant térfogatra a paradicsom
protoplasztok taroldsara akalmas pufferrel (525,6 mM mannitol, 12,5 mM Na-acetat, 5 mM
CaCl,). Ezt kovetden kezeltiik meg a protoplasztokat egyrészt 107 M-10 M SA oldatokkal,
100 mM-os NaCl-vel, valamint kiilsnbozé ndvekedésszabalyozé anyagokkal, igy 10° M
ABS-val, 10° M ACC-vel, 2,5 mM Put-nel, 2,5 mM Spd-nel, valamint 2,5 mM Spm-mel és a
protoplasztok életképességét vizsgaltuk 2,5 illetve 5 ora elteltével. Mértiik az egyes kezelések
hatasara bekovetkezd valtozédsokat a ROS és NO tartalmakban. A kezelésekre hasznalt
anyagokat a protoplasztok fenntartasara hasznalt pufferben oldottuk fel. A sokezelés
hatdsanak tanulmanyozasakor 100 mM-os NaCl kezelést adtunk a mar izolalt protoplaszt
kultarahoz, amivel egyiitt azonos ozmotikus koncentracioval csokkentettiik az inkubal6 oldat
mannitol tartalmat. Ezzel egyidoben alkalmaztuk a SA kezelést is, melyek kozil az
elékisérletek soran a ndvényeknél mar hatdsosnak bizonyult 10 M-os és kevésbé hatasos 107
M —os koncentraciokat valasztottuk ki. A kozvetetten H,O,-ot generaldé NADPH oxidaz
enzimet 10 uM-os difenilén jodoniummal (DPI) gatoltuk.
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K3 mg/l Torzs 10x toménység mg/l, 100 ml/ |
NaH3;PO,4-H,0 150 1500
CaCl,-2H,0 900 9000
KNOs 2500 25000
NH4NO, 250 2500
MgSO4-7H,0 250 2500
(NH4)2S04 134 1340
KJ 0,75 7,5
MnSQO,4-H,0 10 100
ZnS04-7H,0 2 20
H3BO; 3 30
NaMoQO,42H,0 0,25 2,5
Na,EDTA 74,6 746
FeCl;-6H,0 27 270
Xiloz 0,25 2,5
Inozit 100 1000
Piridoxin 1 10
Nikotinsav 1 10
Thiamin (B1) 10 100
CoCl,-6H,0 0,025 0,25
CuSQOy4-5H,0 0,025 0,25

1. tablazat: A K3 oldat dsszetétele. 25 mg CoCl,-6H,0-t és 25 mg CuSO,4-5H,0-t 100 ml-ben
kell feloldani, ebbdl 1 ml megy a torzsoldatba. A K3 oldatot lefagyasztva taroljuk. Hasznalat
elott a K3-hoz hozzaadjuk a szachardzt (0,4 M) és beallitjuk a pH-t (5,5).

1000 mi 500 ml 200 ml
NaCl 9¢ 459 189
CaCl,-2H,0 184 g 929 3,68 ¢
KClI 089 049 0,16 g
Gliikoz lg 05g 02g

2. tablazat: A W5 mosdoldat dsszetétele. A W5 mosooldatot a K3 oldathoz hasonldan szintén

lefagyasztva taroljuk. Hasznalat el6tt a pH-t 5,8-ra allitjuk.
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4.2.2 A ROS és a nitrogén monoxid, valamint a protoplasztok életképességének

meghatarozasa
4.2.2.1 A ROS felszabadulas detektalasa

Az egyes Kkezelések hatasara bekovetkez6 ROS felszabadulast paradicsom
protoplasztokban egy arra alkalmas fluoreszcens festékkel 10 uM 2,7-diklorofluoreszcein-
diacetattal (DC-FDA, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) Ishikawa és Wagatsuma (1998.)
modszerének segitségével detektaltuk. A festék zold fluoreszcenciat mutatdé formaja a ROS
jelenlétét jelzi a sejtben. A festés 15 percen keresztiil sotétben tortént, 37 °C-0S
hémérsékleten. Ezutan 10 percen beliil kétszer mostuk a protoplasztokat W5 pufferrel (Réithel
¢és mtsai., 2003.), majd a mintakat targylemezre helyeztiik és vizsgaltuk a protoplasztok altali
ROS produkciot Zeiss Axiovert 200M tipust fluoreszcens mikroszkop segitségével. Az
excitacio hullamhossza A=495 nm, a fluoreszcencia mérése 515 nm-nél tortént (Réthel és
mtsai., 2003.). Az expoziciés id6 mindig azonos volt, 553 ms. A felvételek készitésénél
negyvenszeres objektivet alkalmaztunk. A protoplasztokrol fotot készitettiink nagy felbontast
digitalis kamera segitségével (Axiocam HR, HQ CCD kamera, 1300x1030 dpi, Carl Zeiss,
Jéna, Németorszag). A ROS zold fluoreszcencidjanak alapjan megmértiik a pixel intenzitast,
ami a ROS tartalommal aranyos. A ROS kioltasat a negativ kontroll készitésekor katalazzal
(100 U), illetve aszkorbattal (ImM) végeztiikk. A detektalt fluoreszcencia intenzitast az

Axiovision Rel. 4.6 nevii szoftver segitségével mértiik meg.

4.2.2.2 A NO felszabadulas meghatdrozdsa

Az egyes kezelések hatasara a mezofill protoplasztokban felszabadulé NO-ot 10 uM
diamino-fluoreszcein diacetattal (DAF-2-DA, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) detektaltuk. A
festés 30 percen keresztiil tortént, szobahOmérséketen, sotétben. Ezutan egyszer mostuk a
paradicsom protoplasztokat, az azok tarolasara alkalmas pufferrel (525,6 mM mannitol, 12,5
MM Na-acetat, 5 mM CaCly) 5 percen keresztiil, majd vizsgaltuk a protoplasztok NO
produkciojat Zeiss Axiovert 200M tipusu fluoreszcens mikroszkop segitségével. Az excitacio
hullamhossza A=495 nm, a fluoreszcencia mérése 515 nm-nél tortént (Réthel és mtsai., 2003.).
Az expozicidés 1d0 mindig azonos volt, 3,01 s. A felvételek készitésekor negyvenszeres
nagyitasu objektivet alkalmaztunk. A protoplasztokrol fotot készitettiink nagy felbontasu
digitalis kamera segitségével (Axiocam HR, HQ CCD kamera, 1300x1030 dpi, Carl Zeiss,

Jéna, Németorszag ). A NO zold fluoreszcencidja alapjan megmértiik a pixel intenzitast, ami a
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NO tartalommal aranyos. Az értékelés minden esetben az Axiovision 4.6 nevii program
segitségével tortént. NO donorként 200 uM S-nitrozo-N-acetilpenicilamin (SNAP) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO) kezelést alkalmaztunk. A NO kioltasara negativ kontrollként 2-(4-
karboxifenil)-4,4,5,5-tetrametilimidazol-1-oxil-3-oxid (c-PTIO) vegyiiletet (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO) alkalmaztunk 10 uM koncentracioban.

4.2.2.3 Az életképesség meghatarozdsa

Az ¢l6 és nem €16 sejtek elkiilonitésére 10 uM fluoreszcein-diacetat (FDA, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO) festéket alkalmaztunk. A festéket az egyes kezelések alkalmazasa
utan 2,5 illetve 5 6raval adtuk a protoplaszt kulturdkhoz, majd az 5 perces inkubaci6 utan a
felesleges festék eltavolitasa érdekében 5 perces mosast alkalmaztunk. A mikroszkopos
megfigyelést ezek utdn Zeiss Axiovert 200M tipusu fluoreszcens mikroszkdp segitségével
végeztik el. Az excitacié hullamhossza A=495 nm, a fluoreszcencia mérése 515 nm-nél
tortént (Rathel és mtsai., 2003.). A felvételek készitésénél huszszoros objektivet
alkalmaztunk. Az expozicids idé6 mindig azonos, 773 ms volt. A mintakrdl fotdt készitettiink
nagy felbontast digitalis kamera segitségével (Axiocam HR, HQ CCD kamera, 1300x1030
dpi, Carl Zeiss, Jéna, Németorszag). A potoplasztok életképességének elemzése nagy

teljesitményti szamitogép segitségével, az Axiovision 4.6 nevii programmal tortént.

4.3 Statisztikai analizis

A feltiintetett adatok minden esetben harom fiiggetlen bioldgiai ismétlés atlag-és
szorasértékei. A kontrolltdl vald szignifikéns kiilonbségeket a varianciaanalizist kovetden a
Duncan-féle teszttel allapitottuk meg. Az azonos betiivel nem jelolt atlagok szignifikansan
kiilonboznek egymastdl P<0.05 szinten. Madas esetben a szignifikans kiilonbségek
meghatirozasara ugyanezen program segitségével a Student-féle t-tesztet hasznaltuk P< 0.05

(*), 0.01 (**), vagy 0.001 (***) valosziniiségi szinteken.
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5. Kutatasi eredmények
5.1 A szalicilsav elokezelés hatasai: priming

Jonéhany szerzé az SA hatasat 1-2 napos eldkezelés mellett vizsgalja. Ezalatt még mérhet6 a
letalis koncentraciok hatasa is. Ezért megnéztiik, hogy mi a kiilonbség az akklimatizaciot,
illetve PCD-t okoz6 koncentraciok kozott, illetve mi a jelentésége az eldkezelés hosszanak az

SA abiotikus stressz akklimatizaciot el6idézo hatasaban.

5.1.1 Stresszrezisztencia markerek valtozasa
5.1.1.1 A sztomakonduktancia valtozdsa

A novényt ér0 stresszhatds tanulmanyozasanak egyik lehetséges Ttja a
stresszrezisztencia markerek valtozasanak nyomonkdvetése. Stresszhatasra valtozik a sztdomak
nyitottsaga, ami befolyasolja a CO, asszimilacid, azon keresztiil pedig a fotoszintetikus
folyamatok hatékonysagat. Az altalunk alkalmazott valamennyi SA eldkezelés szignifikansan
csOkkentette a sztomakonduktanciat a levelek mindkét felszinén a kontrollhoz képest 1 napos
kezelést kovetden, ami kiilondsen megfigyelhetd a 10° M SA esetében a levelek abaxialis
felszinén (11. abra). Az els6 hét végére a magasabb koncentracioban alkalmazott SA hataséara
(10° M SA) a novények elpusztultak, igy sztomakonduktanciajuk mérhetetlenné valt. A SA
alacsonyabb (10 M SA, 10”7 M SA) koncentracioi hosszi tdvon méar nem okoztak szignifikans
véltozast a kontroll ndvények sztdmakonduktancidjahoz képest sem a levelek abaxialis, sem

pedig azok adaxidlis oldalan (12. abra).

a o .
300 4 abaxialis 40 | a adaxialis
250 .
o 200 | "o 301
e o
£ 150 =
i) b = 20 b
£ b F- b ] b
o)) 30 A %)
§ [ I
Kontroll 107 10 1073 Kontroll 107 10 1073

SA kezelések (M)
11. abra.: 1 napos SA kezelés hatasa a sztomakonduktancia valtozasara paradicsom novények
leveleinek abaxialis és adaxidlis felszinén. Kezelésenként 15 ismétlés atlagat abrazoltam
(n=15). A kiilonb6z6 betiivel jelzett oszlopok szignifikansan kiilonboznek egymastol P<0.05

valdsziniiségi szinten, amit a Duncan teszt segitségével hataroztunk meg.
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12. abra.: Hosszatavli SA elOkezelés hatdsa a sztomakonduktancia véltozdsara paradicsom
novények leveleinek abaxialis és adaxidlis felszinén. Kezelésenként 15 ismétlés atlagat
abrazoltam (n=15). A kiilonb6zd betlivel jelzett oszlopok szignifikdnsan kiilonboznek
egymastol P<0.05 valoszinliségi szinten, amit a Duncan teszt segitségével hataroztunk meg.

Az n.s. jelolés esetén nem volt szignifikans kiilonbség.

5.1.1.2 A szalicilsav elokezelés hatasa a CO, asszimildacios ratara az intercellularis CO»

koncentracio, valamint a fényintenzitas fiiggvényében

A 102 M SA el6kezelés szignifikdnsan csokkentette a CO, asszimilacios ratat mind az
intercellularis CO; koncentracido, mind pedig a fényintenzitds fiiggvényében a kontroll
novényekéhez képest, ami jo Osszhangban van ezen SA koncentracié sztomakonduktancia

csOkkentd hatdsaval (13. dbra A-B; 11. 4bra).
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Rovid tavon (1. nap), magas fényintenzitason a CO, asszimilacido hatékonyabbnak
bizonyult a 107, illetve 10* M SA-val elSkezelt novényeknél (13. é&bra). Alacsony
fényintenzitdson azonban sem rovid, sem hosszi tavon nincs szignifikdns kiillonbség a
kontroll és a SA-val el6kezelt névények kozott (13. és 14. abra B.,D.,F.).

Az SA alacsonyabb koncentracioi (10 M és 107 M) hosszu tavon nem gatoltdk a
kontrollhoz képest a CO, asszimilacidt a belsd CO, koncentraci6d fiiggvényében, amit jol
tikroz, hogy sem a gorbék meredeksége, sem a telitési értékek, sem pedig az X tengely
metszéspontok vonatkozasdban nincs szignifikans kiilonbség a kontroll és az eldkezelt

novények kozott (14. abra A;C;E).
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13. abra.: 1 napos SA kezelés hatasa paradicsom novények CO, asszimilacidjara az

intercellularis CO, koncentracio (A), illetve a fényintenzitas (B) fiiggvényében (Atlag+SE,
n=4).
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14. dbra.: 10 és 107 M SA el6kezelés hatasa paradicsom novények CO; asszimilaciojara az
intercellularis CO, koncentracié (A; C; E), illetve a fényintenzitas (B; D; F) fiiggvényében 1
(A; B), 2 (C; D), illetve 3 (E; F) hét eldkezelést kovetden (Atlag+SE, n=4).

5.1.1.3 A klorofill a fluoreszcencia indukcios paraméterekben bekovetkezé valtozdsok

A kiilonb6z0 stresszorok hatasat a fotoszintetikus apparatusra jol tiikrozik a klorofill-a
fluoreszcencia indukcid mérésén alapulé modszerek. Az éltalunk hasznalt SA koncentraciok
egyike sem gatolta a fotoszintézis fényreakcidit sem rovid (3. tablazat), sem pedig hosszu
tavon (4. tablazat), amit jol tiikroz a klorofill a fluoreszcencia indukcids paraméterek
valtozatlansaga. Az SA elOkezelések egyike sem okozott szignifikdns kiilonbséget a PS2
maximalis (F./Fp), illetve effektiv kvantumhasznositasaban (®psy), a fotokémiai és a nem

fotokémiai kioltas mértékében a kontroll novényekhez képest (3-4. tablazat).
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3. tablazat: 1 napos SA kezelés hatasa paradicsom ndévények klorofill

indukcios paramétereinek valtozasara 700 umol m?s? fényintenzitason.

a fluoreszcencia

Kezelések Fo/Fm dp Dps) NPQ

Kontroll 0.792+0.01 ™ 0.493+0.04 ™ 0.236+0.03™ 1.445+0.12"
107 M SA 0.797+0.00 ™ 0.518+0.03™ 0.253+0.02"™ 1.459+0.03™
10" M SA 0.791+0.00 ™ 0.449+0.01™ 0.209+0.00 ™ 1.502+0.04™
10° M SA 0.747+0.03™ 0.490+0.06 ™ 0.210+0.03™ 1.325+0.20™

A kiilonbozé betlivel jelzett oszlopok szignifikdnsan kiilonboznek egymastol P<0.05
valészinliségi szinten, amit a Duncan teszt segitségével hatdroztunk meg. Az n.s. jelolés
esetén nem volt szignifikans kiilonbség. (Atlag+SE, n=4).

Fv/Fm: a masodik fotokémiai rendszer maximalis kvantumhasznositasa

qP: fotokémiai kioltas

Dps; : a masodik fotokémiai rendszer effektiv kvantumhasznositasa

NPQ: nem fotokémiai kioltas

4. tablazat: 3 hetes SA eldkezelés hatasa paradicsom novények klorofill a fluoreszcencia

indukcids paramétereinek valtozasara umol m?s? fényintenzitason.

Kezelések Fu/Fm p Dpsy NPQ

Kontroll 0.796+0.00 ™ 0.481+0.09 ™ 0.245+0.04 ™ 1.225+0.03™
107 M SA 0.791+0.00™ 0.530+0.08 ™ 0.270+0.04"™ 1.301+0.03™
10% M SA 0.800+0.00™ 0.523+0.05™ 0.266+0.03 ™ 1.296+0.07 ™

Fv/Fm: a masodik fotokémiai rendszer maximalis kvantumhasznositasa
qP: fotokémiai kioltas
®ps, : a masodik fotokémiai rendszer effektiv kvantumhasznositasa

NPQ: nem fotokémiai kioltas
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A kiilonbozé betlivel jelzett oszlopok szignifikansan kiilonboznek egymadstél P<0.05
valdsziniliségi szinten, amit a Duncan teszt segitségével hataroztunk meg. Az n.s. jelolés esetén

nem volt szignifikans kiilonbség. (Atlag+SE, n=4).

5.1.1.4 A fotoszintetikus pigmentek mennyiségében bekévetkezo valtozasok

A fotoszintézis hatékonysaga szorosan dsszekapcsolddik a fotoszintetikus apparatus
struktirajanak és funkciojanak az allapotaval. 1 napos kezelést kovetden a 107 M, 10 M és
10 M SA-val el8kezelt és a kontroll ndvények korofill a, illetve klorofill b tartalmukban nem
kiilonboztek egymastol. A 10% M SA elbkezelés azonban szignifikdnsan megndvelte mind a
kl a, mind pedig a kl b tartalmat mind a kontroll, mind pedig az alacsonyabb koncentracidju
SA-val clékezelt novényekhez képest (15. a. abra). Hosszi tavon az SA alacsony
koncentracidival elkezelt és a kontroll névények kozott nincs kiillonbség a klorofill a+b
tartalmat illetéen (16. abra).

A karotinoidok azon tul, hogy fénybegylijtd jarulékos pigmentek, az antioxidans
védekezési rendszer részét is képezik. Ha a karotinoidok mennyisége csokken, roncsolodnak a
pigmentek és a novények fotoszintetikus miitkodésében karosodas torténik. Rovid tavon az
elokezelések kozil a 107 M SA el6kezelés szignifikansan ndvelte a novények levelének
karotinoid tartalmat (15.b. dbra). Az SA alacsonyabb koncentracioéi azonban sem révid, sem
pedig hosszu tavon nem okoztak szignifikdns valtozast a novények levelének karotinoid
tartalmaban a kontroll ndvényekhez képest (15.b.-16. abra).

Az antocianinok, mint vizoldékony antioxidansok szintén fontosak a ndvények
védekezésében. Rovid tavon a 102 M SA el6kezelés szignifikansan megemelte az antocianin
tartalmat a novények levelében. A SA alacsonyabb koncentracidi koziil a 10* M SA
atmenetileg szintén novelte a ndvények levelének antocianin tartalmat a kontrollhoz képest,
azonban hosszu tdvon mar nem tapasztaltunk szignifikdns kiilonbséget a kontroll és az

elokezelt novények levelének antocianin tartalmaban (15.b.-16. abra).
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15.a dbra.: 107 M, 10 M, 10 és 10* M SA hatasa a klorofill a, klorofill b, illetve klorofill
a+b mennyiségének valtozasara paradicsom névényben 1 napos kezelést kovetden (Atlag+SE,
n=4). A kiilonbozd betiivel jelzett oszlopok szignifikdnsan kiillonboznek egymastol P<0.05

valdsziniiségi szinten, amit a Duncan teszt segitségével hataroztunk meg.
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15. b 4bra.: 107 M, 10* M, 102 és 102 M SA kezelés hatésa a karotinoid és az antocianin
mennyiségének valtozasara paradicsom ndvényben 1 napos kezelést kovetSen (Atlag+SE,
n=4). A kiilonboz6 betiivel jelzett oszlopok szignifikansan kiillonbéznek egymastol P<0.05

valdsziniiségi szinten, amit a Duncan teszt segitségével hataroztunk meg.
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16. abra.: Hossztava SA elékezelés hatasa paradicsom novények klorofill-a, klorofill-b,
klorofill a+b, karotinoid és antocianin tartalmara (Atlag+SE, n=4). A kiilonb6z6 betiivel
jelzett oszlopok szignifikansan kiilonboznek egymastol P<0.05 valosziniiségi szinten, amit a
Duncan teszt segitségével hatdroztunk meg. Az n.s. jelolés esetén nem volt szignifikans

kiilonbség.
5.1.1.5 Az elokezelések hatdsa a szénhidratok akkumulaciojara

A cukrok, a fotoszintézis termékei, melyek mint kompatibilis ozmotikumok fontos
szerepet jatszanak a kiilonb6zo stresszorokkal szembeni ozmotikus adaptacié kialakitdsaban.
Rovid tdvon a magasabb koncentracioban alkalmazott 102 M SA elkezelés gyokérben
minimalisra csokkentette, mig levélben szignifikansan, mintegy haromszorosara novelte az
Osszcukortartalmat a kontrollhoz képest. A 10° M és a 10" M SA eldkezelés szintén
megemelte, a 107 M SA pedig csokkentette az Osszcukortartalmat a novények levelében,

mely utobbi koncentracional hosszabb tdvon novekedés serkentd hatasti az SA. Gyokérben az
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altalunk alkalmazott el8kezelések koziil csak a 10* M SA elékezelés esetében tapasztaltunk
novekedést, a tobbi koncentracid csokkentette a gyokerek dsszcukortartalmat (17. dbra). 1 hét
elékezelést kovetden a SA mindkét alkalmazott koncentracioban, féleg 107 M SA,
csokkentette a gyokerek Osszcukortartalmat. A 3. hét végére a 107 M SA nem csokkentette, a
10 M SA el8kezelés pedig novelte a novények gyokerének dsszcukortartalmat a kontrollhoz
képest, mely utobbinak az eldkezelést kovetd sostressz akklimatizacidban kiilondsen fontos

jelentdsége van (18. abra).
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SA kezelések (M)
17. ébra.: 1 napos SA kezelés hatasa paradicsom novények levelének (A) és gyokerének (B)
osszcukortartalom valtozasara (AtlagtSE, n=3). A kiilonbozé betiivel jelzett oszlopok
szignifikansan kiilonboznek egymastdl P<0.05 valdszinliségi szinten, amit a Duncan teszt

segitségével hatdroztunk meg.
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18. 4bra.: Hosszatdvi SA elOkezelés hatdsa paradicsom ndvények levelének (A) és
gyokerének (B) dsszcukortartalom valtozasara (Atlag£SE, n=3). A kiilonb6z6 betiivel jelzett
oszlopok szignifikansan kiillonboznek egymastol P<0.05 valdszinliségi szinten, amit a Duncan

teszt segitségével hataroztunk meg. Az n.s. jelolés esetén nem volt szignifikans kiilonbség.
5.1.2 Hormondlis dllapot valtozasa a szalicilsavval elékezelt névényekben
5.1.2.1 Az etilénprodukcio valtozasa

Az etilén, mint a legtobb novekedésszabdlyozd anyag, koncentraciotol fliggden
determinalhatja a novények allapotat: eldsegitheti az akklimatizacios folyamatokat, vagy
nagyobb koncentraciéban részt vehet a PCD Kialakitasaban.

Rovid tavon (1 nap kezelést kovetden) az altalunk alkalmazott valamennyi SA kezelés,
killsndsen a 10° M SA, fokozott etilénprodukciot eredményezett paradicsom névények
levelében. Ezzel szemben gyokérben egyik kezelés sem okozott szignifikdns valtozast a
kontrollhoz képest. Kivételt képez ez aldl a 102 M SA, amely szignifikansan csokkentette az
etilénszintézist mind a novények levelében, mind pedig azok gydkerében (19. ébra). 1 napos
kezelést kovetéen a 107 M SA-val el8kezelt novények elpusztultak, etilénprodukciojuk

mérhetetlenné valt.
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1 hét elBkezelést kovetden a 10° M SA mintegy kétszeresére emelte a gyokerek
etilénprodukciéjat, mely idépontban ezek a novények el is pusztultak. A 107 M SA nem
okozott szignifikins valtozast az etilénprodukcioban, mig a 10* M SA szignifikansan
csokkentette azt a kontrollhoz képest a névények gyokerében (20. abra).

2 hét elBkezelést kovetben, az elékezelések koziil a 10% M SA atmenetileg novelte a
névények levelének, a 107 M SA pedig atmenetileg csdkkentette a ndvények gyokerének
etilénprodukciojat, a 3. hét végére azonban az eldkezelt és a kontroll ndvények

etilénprodukcioja mar nem kiilonbozott egymastol (21. abra).

-
(9}

~ B
<45 | a a a
5 a T
o £
SS9 [ [
=
BE 6-
[ Br
(=l o))
=3 31
) E b
5l
Kontroll 107  10%  10° 107 Kontroll 107 10*  10° 10?
SA kezelések (M)

19. abra: 1 napos SA kezelés hatasa paradicsom ndvények levelének (A) és gyokerének (B)
etilénprodukcidjara (AtlagtSE, n=3). A kiilonboz6 betiivel jelzett oszlopok szignifikansan
kiilonboznek egymastél P<0.05 valdszinliségi szinten, amit a Duncan teszt segitségével

hataroztunk meg.

20, A 50, B
= ~-@- Kontroll . *
& 151 O 10"MSA
§ g - 10*MSA i |
_32 10 4 /N~ 10°M SA
g:: 20
o
° 2 ]
=5 ° 10 | T
o E
c
0 0
0idé 1 nap 1 hét 0 id6 1 nap 1 hét
Id6

20. abra: Rovidtavu SA eldkezelés hatidsa paradicsom novények levelének (A) és gyokerének
(B) etilénprodukcidjara (AtlagtSE, n=3). A *-gal jelolt kezelt minta az aznapi kontrolltél
P<0.05 (*), 0.01 (**), vagy 0.001 (***) valdszintiségi szinteken szignifikdnsan kiillonbozik.
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21. abra: Hosszatdvii SA elokezelés hatdsa paradicsom novények levelének (A) és
gyokerének (B) etilénprodukcidjara (AtlagSE, n=3). A *-gal jelolt kezelt minta az aznapi
kontrolltol P<0.05 (*), 0.01 (**), vagy 0.001 (***) valdszinliségi szinteken szignifikdnsan

kiillonbozik.

crer

A stresszrezisztencia kialakitasa szempontjabol fontos az etilén mellett a poliaminok
mennyiségének valtozasa, hiszen megfeleld koncentrdcioban ezen nodvekedésszabalyozd
anyagok védo funkciot toltenek be a sejtekben azaltal, hogy mint polikationok anionos
komponensekhez, ugy mint nukleinsavakhoz, fehérjékhez, foszfolipidekhez képesek
kapcsolodni.

Mivel az etilén és a poliaminok bioszintézisében kozos az, hogy prekurzoruk, a SAM
megegyezik, kivancsiak voltunk arra, hogy az egyes SA eldkezelések esetiinkben miképpen
modositjak, modositjadk-e a poliamin tartalmakat rovid, illetve hosszu tdvon paradicsom
novények levelében, illetve gyokerében.

A poliamin tartalmak az etilénhez hasonldéan az el6kezelés soran is valtoztak az id6
fliggvényében. 1 nap eldkezelést kdvetden a 102 M SA csokkentette az etilénprodukciot a
novények levelében (19. abra.), azonban mintegy 6tszordsére emelte a Put, illetve mintegy
htiszonotszorosére a Spm  koncentraciojat (22. &bra). Az akklimatizacidé kialakitasa
szempontjabol fontos SA elékezelések (107 M és 10* M SA) azonban rovid tdvon nem
okoztak szignifikdns valtozast a ndvények levelének poliamin tartalmaban a kontrollhoz
képest (22. abra). Gyokérben az SA el6kezelések mindegyike dtmenetileg csokkentette a Put
szintet, ezzel szemben azonban novelte (10'7 M, 104 M és 102 M SA), illetve nem valtoztatta

(10 M SA) a kontrollhoz képest a Spd koncentraciojat (22. abra).
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1 hét eldkezelést kovetden valamennyi SA koncentracié hatdsara fokozodott a
névények gyokerének Put akkumulacidja, mely kiilsnosen nagymértékii volt a 10° M SA
elokezelés esetében, mely koncentracid esetén az etilénprodukcidoban is extrém magas
értékeket mértiink (20. és 23. abra).

A 10" M SA el8kezelés hatasara a Put tartalom levélben végig magasabb volt, ami
mellé ezen koncentracié esetében hozzajarult a Spd €s a Spm mennyiségének novekedése is a

ndvények gyokerében a 3 hetes eldkezelés végére (24. 4bra.).
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22. 4bra: 107-10% M SA hatdsa paradicsom ndvények levelének (A) és gydkerének (B)
putreszcin, spermidin és spermin tartalmara 1 napos kezelést kovetden (AtlagtSE, n=3). A
kiilonbozé betlivel jelzett oszlopok szignifikansan kiilonbéznek egymastol P<0.05
valoszinliségi szinten, amit a Duncan teszt segitségével hataroztunk meg. Az n.s. jelolés

esetén nem volt szignifikans kiilonbség.
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23. abra.: Rovidtava SA eldkezelés hatdsa paradicsom novények levelének (A) és gydkerének
(B) Put, Spd és Spm tartalmara (AtlagtSE, n=3). A *-gal jelolt kezelt minta az aznapi
kontrolltol P<0.05 (*), 0.01 (**), vagy 0.001 (***) valdsziniiségi szinteken szignifikdnsan

kiilonbozik.
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24. abra.: Hosszatavii SA eldkezelés hatdsa paradicsom novények levelének (A) és
gyokerének (B) putreszcin, spermidin és spermin tartalmara (Atlag+SE, n=3). A *-gal jelolt
kezelt minta az aznapi kontrolltél P<0.05 (*), 0.01 (**), vagy 0.001 (***) valoszinliségi

szinteken szignifikansan kiilonbozik.
5.1.3 Oxidativ stressz

5.1.3.1 Az el6kezelések hatasa a ROS, valamint a NO keletkezésére és az életképességre

A H)O, és a NO kulcsszerepet toltenek be a novényekben védekezd
mechanizmusokban és szignaltranszdukcids folyamatokban egyarant. Emellett mindkét
molekula egyiitt, vagy egymastol fiiggetleniil részt vesz olyan folyamatok, mint példaul a

PCD szabalyozasaban.
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A tovabbiakban azt vizsgaltuk, hogy a SA altal indukalt oxidativ stressz soran
keletkezé ROS ¢és a NO miképpen jarulnak hozza az akklimatizacidhoz, vagy ellenkezdleg, a
névényi egyed pusztuldsdhoz paradicsom novényekben.

1 nap kezelést kovetden a 10* M SA, de kiilondsen a 102 M és a 10° M SA,
szignifikdnsan megemelte a H,O, tartalmat a névények levelében, mig gyokérben csak az SA

magasabb koncentracioi (102 M és a 10° M SA) okoztak szignifikans ndvekedést (25. ébra).

35
. level

&
30 4 3 gyokér

25 4

a

a

b

20 4

c

c

10 .

5 a
J-e—‘ H ﬁ n ﬁ

0- 7 4 3

Kontroll 107 10° 10° 102

SA kezelések (M)

H,0, tartalom (nmdl g'1 friss tdmeg)

25. 4bra: 1 napos SA kezelés hatasa paradicsom novények levelének és gyokerének H,0;
tartalmara. Kezelésenként 5 ismétlés atlagat abrazoltuk (n=5). A kiilonbozo betiivel jelzett
oszlopok szignifikansan kiilonboznek egymastol P<0.05 valdszinliségi szinten, amit a Duncan

teszt segitségével hataroztunk meg.
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26. adbra: SA eldkezelés hatasa paradicsom ndvények levelének (A) és gydkerének (B) H,O;
tartalmara 1, 2, illetve 3 hét eldkezelést kovetden. Kezelésenként 5 ismétlés atlagat abrazoltuk
(n=5). A kiilonb6z6 betiivel jelzett oszlopok szignifikansan kiilonboznek egymastol P<0.05
valdszinliségi szinten, amit a Duncan teszt segitségével hatiaroztunk meg. Az n.s. jelolés

esetén nem volt szignifikans kiilonbség.

Magas koncentracioban (10'3 M SA, 10% M SA) a kezelések csokkentették a gyokerek
O, termelését (27. abra), ugyanakkor szignifikansan és nagymértékben megemelték a gyokér
apikalis sejtjeinek ROS és NO produkciojat, amivel parhuzamosan jelentds mértékben
csOkkentették a sejtek vitalitasat (27. és 28. abra). A SA alacsonyabb koncentracidi koziil a
10" M SA mérsékelten megemelte a gyokerek csucsi zonajanak NO szintjét, viszont a
kontroll gyokerekhez hasonlé ROS produkciét eredményezett. Ezzel szemben a 107 M SA-
val kezelt €s a kontroll névények sem a ROS, sem pedig az NO akkumulacié mértékében nem
kiilonboztek egymastol (27. abra, 28. dbra A., D., G., B., E. és H.). A SA magasabb
koncentracioéi mar 1 nap utan szignifikdnsan csokkentették a gyokerek életképességét, mig az

alacsonyabb koncentraciok a kontroll gyokerekhez hasonlo vitalitast eredményeztek (28. dbra

C.F., L)
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27. abra: 1 napos SA kezelés hatdsa paradicsom novények levelének és gyokerének O,
H,0,, ROS ¢és NO tartalméra, valamint az ¢életképességre (AtlagiSE, n=9). Mérce=1 mm. A
fluoreszcens mikroszkopos felvételeket 10-es filter felhasznalasaval készitettiik (10-es filter:

exc.: 450-490 nm, em.: 515-565 nm).
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28. 4bra: 107-102 M SA hatasa paradicsom ndvények gydkerének ROS és NO tartalmara,

valamint az életképességre 1 napos kezelést kovetéen. (Atlag+SE, n=9). A kiilonboz6 betiivel
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jelzett oszlopok szignifikdnsan kiilonboznek egymastol P<0.05 valdsziniiségi szinten, amit a

Duncan teszt segitségével hataroztunk meg.

A 10° M SA altal generalt kezdeti, gyors ¢és nagymértékii H,O, akkumuléacio a
novények levelében, valamint ROS és NO produkcié a gyokerek apikalis sejtjeiben 1 hét
elokezelést kdvetden is tartdosan és nagymértékben megmaradt, €s tovabb csokkent az apikalis
sejtek életképessége (26., 29. és 30. 4bra.). Ezzel szemben a 10 M SA 4ltal indukalt kezdeti
H,0, produkciéo mérséklodott az egyhetes elokezelés végére €s a kontrollhoz hasonld szintet
mutatott a ndvények levelében. Hasonlé méddon csokkent a gyokerek NO szintje is, igy az
egyhetes elékezelés végére a kontroll és a 10 M SA-val el8kezelt ndvények sem a ROS, sem

pedig az NO szintjiikben nem kiilonboztek egymastol (26., 29. és 30. abra.).

O,- H,0, ROS NO  életképesség
N N A A A
- N o N

Kontroll
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Kontroll "‘“ * Kontroll Kontroll Kontroll
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-~

10° M SA 103 M SA 103 M SA 10° M SA

29. abra: 1 hetes SA el6kezelés hatasa paradicsom ndvények levelének és gyokerének O,

H,0,, ROS és NO tartalmara, valamint az életképességre (AtlagtSE, n=9). Mérce=1 mm.
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30. abra: 107-10° M SA el8kezelés hatisa paradicsom novények gyokerének ROS és NO

tartalméra, valamint az életképességre 1 hét utan. (Atlag+SE, n=9). A kiilonboz6 betiivel

jelzett oszlopok szignifikansan kiilonboznek egymastol P<0.05 valdsziniiségi szinten, amit a

Duncan teszt segitségével hatdroztunk meg.

2 hét el8kezelést kovetden a 10 M SA fokozta a ROS akkumulacigjat, viszont nem

valtoztatta a NO szintet, illetve az életképességet a kontrollhoz képest a ndvények gyodkerében

(31-32. abra.).
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31. abra: 2 hetes SA elokezelés hatasa paradicsom novények levelének és gyokerének O,

H,0,, ROS és NO tartalmara, valamint az életképességre (AtlagtSE, n=9). Mérce=1 mm.
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32. dbra: 107 és 10" M SA elékezelés hatasa paradicsom névények gyokerének ROS és NO
tartalmara, valamint az életképességre 2 hét utdn. (4tlag=SE, n=9). A kiilonb6zd betiivel
jelzett oszlopok szignifikansan kiilonboznek egymastol P<0.05 valdszinliségi szinten, amit a
Duncan teszt segitségével hatdroztunk meg. Az n.s. jelolés esetén nem volt szignifikans

kiilonbség.

Hosszii tavon a 10 M-os és 107 M-os szalicilsavval el6kezelt és a kontroll névények
H,0, produkcidjukban szignifikansan nem kiilonboztek egymastol (26. dbra). A 10 M-o0s SA
hatasara fokozodott azonban az apikalis gyokérsejtek ROS produkcidja, az NO produkcidban,

illetve a gyokérsejtek vitalitdisaban azonban a kontroll és az SA el6kezelt novények nem
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kiilonboztek egymastol a 3 hetes el6kezelés végére (33-34. 4bra).
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33. abra: 3 hetes SA el6kezelés hatasa paradicsom novények levelének és gyokerének Oy,

H,0,, ROS és NO tartalmara, valamint az életképességre (Atlag+SE, n=9). Mérce=1 mm.
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34. dbra: 107 és 10 M SA elékezelés hatasa paradicsom novények gyokerének ROS és NO
tartalmara, valamint az életképességre 3 hetes eldkezelést kovetéen. (AtlagtSE, n=9). A
kiilonbozé betlivel jelzett oszlopok szignifikdnsan kiilonboznek egymastol P<0.05
valdszinliségi szinten, amit a Duncan teszt segitségével hatdroztunk meg. Az n.s. jelolés

esetén nem volt szignifikans kiilonbség.

-73-



5.1.3.2 Lipidperoxidacio valtozasa az elokezelések hatasara

A lipidperoxidéacio, mint rezisztenciamarker, az oxidativ stressz mértékének fontos
indikatora, melynek mértékére a reakcid végtermékeként keletkezd malondialdehid (MDA)
tartalmanak valtozasabol kovetkeztethetiink.

Kisérletlink soran azt vizsgaltuk, hogy az altalunk kiilonb6z6 koncentracidoban
alkalmazott SA koncentraciok hogyan befolyasoljak a lipidperoxidacié mértékét paradicsom
novények levelében, illetve gyokerében 1 nap kezelést kovetden. Megfigyelhetd, hogy az
altalunk alkalmazott el6kezelések koziil az SA magasabb koncentracioi (10'3 M ésa 102 M
SA) jelentdsen fokoztdk a lipidperoxidacié mértékét a novények levelében, mig az SA
alacsonyabb koncentraciéi (107 M és a 10* M SA) a kontrollhoz hasonlé MDA tartalmat

eredményeztek. Gyokérben nem volt szignifikans valtozas az elékezelt és a kontroll ndvények

MDA tartalméban (35. ébra).
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35. abra: 1 napos SA kezelés hatdsa paradicsom novények levelének (A) és gyokerének (B)
MDA tartalméra. Kezelésenként 5 ismétlés atlagat abrazoltuk (n=5). A kiilonb6z6 betiivel
jelzett oszlopok szignifikansan kiilonboznek egymastdl P<0.05 valoszinliségi szinten, amit a
Duncan teszt segitségével hataroztunk meg. Az n.s. jelolés esetén nem volt szignifikans

kiilonbség a kontroll és az SA elokezelt ndvények MDA tartalma kozott.
5.1.4 Detoxifikdcios mechanizmusok: reaktiv oxigéngydokok eltavolitdsa

5.1.4.1 4 szuperoxid dizmutdz (SOD) és a katalaz (KAT) aktivitasanak valtozasa

A reaktiv oxigénformak mennyiségét a sejtekben Osszetett antioxiddns védekezd
mechanizmusok szabalyozzdk. A SOD kiilonb6z6 izoenzimei az oxidativ karosodas elleni
védelem elsé vonalat alkotjdk, a szuperoxid gydkanion 4atalakitasat végzik hidrogén
peroxidda. Ugynakkor a KAT az egyik legfontosabb enzim, amely a sejtekben keletkezd

H,0; lebontasat végzi.
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A hajtasban 1 nap utan, minden vizsgalt SA koncentraciondl szignifikdnsan nétt a
SOD aktivitasa, ami tartésan megmaradt a 102 M SA, illetve atmeneti csokkenés utan a 10™
M SA esetében. Gyokérben rovid tavon csak a letalis koncentraciok (102 M és 102 M SA)
csokkentették a SOD aktivitasat, mely csokkenés hosszu tavon a 10* M SA esetében is
megfigyelhetd volt (36. abra.).

Az SA kezelések koziil a 107 M SA szignifikansan névelte, mig a 10* M, a 10° M SA
nem valtoztatta, a 102 M SA pedig kismértékben csokkentette a KAT aktivitisat 1 nap utan.
A 10° M SA azonban hosszabb tavon csdkkentette, a 10* M SA pedig nem valtoztatta az
enzim aktivitasat a novények levelében a kontrollhoz képest. Gyokérben az SA magasabb
koncentracioi tartésan csokkentették, az alacsonyabb koncentraciok pedig kezdeti ndvekedés
utan, hosszl tivon szintén csdkkentették (10 M SA), vagy nem valtoztattak (107 M SA) a
KAT aktivitasat a kontrollhoz képest (37. abra.). A kapott eredmények 6sszhangban vannak a
ROS (H,0,) tartalom mérés soran kapott eredményekkel. A SA magas koncentracioi esetén a
SOD aktivitasanak fokozodasa és a KAT aktivitdsanak gatlasa levélben a H,O, nagymértékii
(27. és 28. 4bra) is, a 10° M és 102 M SA kezelés jelentds mértékii KAT gatlasanak
eredményeképpen. 1 hét elékezelést kovetéen a 10* M SA gydkérben novelte a KAT
aktivitasat, ami altal atmenetileg csokkentette az apikalis gyokérsejtek ROS produkcidjat (29.
és 30. 4bra). Hossz(i tdvon a 10* M SA a SOD aktivitasanak fokozéasaval levélben és
valtozatlan KAT aktivitds mellett hozzéjarult a H,O, tartalméanak ndveléséhez, ami a 3 hetes
elokezelés végére mar nem volt szignifikans (26. abra). Gyokérben 10 M-nal hosszu tavon
nem emelkedett meg a SOD aktivitds, viszont a KAT jelentds gatlasa hozzdjarulhatott a

gyokércsticsok mérsékelten emelkedett ROS szintjéhez (31-34. 4bra).
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36. abra: SA eldkezelés hatdsa paradicsom ndvények levelének (A) és gyokerének (B) SOD
aktivitasanak valtozasara. Kezelésenként 3 ismétlés atlagat dbrazoltuk (n=3). A kiilonb6zo
betlivel jelzett oszlopok szignifikansan kiilonbéznek egymastol P<0.05 valdszinliségi szinten,

amit a Duncan teszt segitségével hatdroztunk meg.
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37. abra: SA eldkezelés hatdsa paradicsom novények levelének (A) és gyokerének (B) KAT
aktivitdsanak valtozésara. Kezelésenként 3 ismétlés atlagat abrazoltuk (n=3). A kiilonb6z6
betlivel jelzett oszlopok szignifikdnsan kiilonbéznek egymastol P<0.05 valdsziniiségi szinten,
amit a Duncan teszt segitségével hataroztunk meg. Az n.s. jelolés esetén nem volt szignifikans

kiilonbség a kontroll és az SA eldkezelt névények kozott.
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5.2 A sostressz akklimatizacio folyamatai a szalicilsavval elokezelt novényekben
5.2.1 Stresszrezisztencia markerek valtozasa az eldokezelések hatdasara sostressz alatt
5.2.1.1 A sztomakonduktancia valtozasa

Mint ahogy azt az eldzéekben lathattuk, az altalunk hosszutavu kisérletekhez hasznalt
SA elékezelések (107 M és 10 M SA) atmenetileg csokkentették a sztomakonduktanciat
paradicsom ndvények levelében, azonban ez a gatldo hatds mar az eldkezelések 1. hetére
megszlint a nevelési fényintenzitason és egészen a 3. hét végéig a kontrollhoz hasonldé maradt
mind a levelek abaxialis, mind pedig azok adaxialis oldalan (11-12. abra).

A 4. hét végére az eldkezelések, kiilondsen a 10* M SA, oOnmagukban is
szignifikdnsan novelték a sztomdak nyitottsagat a levelek adaxiélis oldaldn, mig az abaxialis
oldalon a kontroll és a SA el6kezelt novények sztomakonduktacidja nem kiilonbozott
egymastol. A 100 mM NaCl-val kivaltott sostressz erdteljes sztomazarddast eredményezett a
levelek mindkét felszinén mind a kontroll, mind pedig az SA eldkezelt névényekben.
Ugyanakkor a 10 M SA el8kezelés hatdsara a ndvények sztomakonduktancigja soterhelés
mellett nagyobb volt, mint a sokezelt kontroll és a 10”7 M SA-val elékezelt ndvények esetében

(38. abra).
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38. 4bra.: 107 M és 10® M SA elékezelés hatasa a sztomakonduktancia véltozasara

paradicsom novények leveleinek abaxialis és adaxialis felszinén 1 hetes, 100mM-0s NaCl
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kezelést kovetden. Kezelésenként 15 ismétlés atlagat abrazoltam (n=15). A kiilonb6z6 bettivel
jelzett oszlopok szignifikansan kiilonboznek egymastdl P<0.05 valdsziniiségi szinten, amit a

Duncan teszt segitségével hataroztunk meg.

5.2.1.2 A CO, asszimilacios rata valtozasa, az intercellularis CO, koncentracio, valamint a
fényintenzitas fiiggvényében

........

A CO; asszimilacioban sem rovid, sem pedig hosszu tdvon nem tapasztaltunk szignifikans
kiilonbséget a kontroll és az SA eldkezelt novények kozott sem az intercellularis CO;
koncentracio, sem pedig a fényintenzitas fliggvényében (13-14. abra).

100 mM-os NaCl-val kivaltott sOkezelés hatdsdra csokkent a CO, asszimilacid
sebessége, azonban az elokezelések, kiilonosen a 10* M SA, novelték a CO, fixacid
hatékonysagat a sokezelt kontrollhoz képest mind az intercellularis CO, koncentracio
fiiggvényében, mind pedig alacsony fényintenzitason (39. abra).

Sostressz alatt mindkét SA el6kezelés novelte az Apnax €rtékét, a karboxilacid
hatékonysagat (CE), valamint csokkentette a CO, kompenzacids pontot a sokezelt kontrollhoz
képest (5. tablazat). A fényintenzitas fliggvényében az Amax értéke magasabb volt az SA
elokezelt novényekben sostressz alatt a soOkezelt kontrollhoz képest, melynek
eredményeképpen ezek a ndvények hatékonyabban hasznositottdk a fényenergiat 700 pumol

m s™! fényintenzitason (6. tablazat).
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39. 4bra.: 10 és 107 M SA elékezelés hatasa paradicsom névények CO, asszimilaciojara az

intercellularis CO; koncentracioé (A; B), illetve a fényintenzitas (C; D;) fiiggvényében 1 hetes

sokezelést kovetSen (AtlagtSE, n=5).

5. téblazat: A/C; gorbe paramétereinek valtozasa sokezelést kovetden 10* és 107 M-os

SA-val eldkezelt paradicsom novények leveleiben.

Kezelések Anax (umol CO, m2s™?)  CE (mél CO, m2s™) Cep (umol CO, m™)
Kontroll 15.18+0.32° 0.047+0.000° 69.06+2.45°
Kontroll+100 mM NaCl 9.01£1.06° 0.0260.006° 106,69+5.83°

107 M SA 16.44+1.072 0.048+0.002 2 69.98+6.43°

107 M SA+100 mM NaCl 10.89+2.29%® 0.044+0.005 2 76.26+6.30°

10" M SA 15.97+0.40° 0.048+0.002 2 78.31+3.40°

10™* M SA+100 mM NaCl 11.59+1.98° 0.043+0.005 85.23+7.43°

Anax= maximalis CO; asszimilacids sebesség (umol CO, m?2s™);

CE= karboxilacios hatékonysag (mol CO, m? s™);

Ccp= CO; kompenzécios pont (umol CO, m™).

-80 -



A kiilonb6z6 betlivel jelzett oszlopok szignifikansan kiilonboznek egymastol P<0.05

valosziniiségi szinten, amit a Duncan teszt segitségével hataroztunk meg. (Atlag+SE, n=>5)

6. tablazat: A fénygorbe paramétereinek valtozasa sokezelést kovetden 10 és 10”7 M-os SA-

val el6kezelt paradicsom névények leveleiben 700 pumol m? s™ fényintenzitason.

Kezelések Anax (umol CO, m? s Q (mol CO, mél™ foton) Rd (umél m?s™) Lep (umol m?s™)
Kontroll 13.27+1.49°2 0.044+0.006 2 0.36+0.15° 7.74+2.37°
Kontroll+100 mM NaCl 7.52+0.20° 0.033+0.000" 0.07+0.02° 2.29+0.78"°

107 M SA 12.60+2.19% 0.038+0.001 2 0.25+0.04° 6.62+0.06°

107 M SA+100 mM NaCl ~ 9.59+0.07 ™ 0.036+0.001 2 0.33+0.12° 8.98+3.18°

10 M SA 11.97+1.25% 0.041+0.001 0.48+0.04° 12.04+1.45°
10* M SA+100 mM NaCl ~ 8.97+0.75" 0.037+0.001 0.28+0.02° 7.61+0.88°

Amax= maximalis CO; asszimilacios sebesség (umol CO; m2 S'l);

Q= kvantum hasznositas (mol CO, mol™ foton);

Rd= s6tétlégzés (umol m?s™);

Lcp= fény kompenzacios pont (umél m2s™).

A kiilonbozé betlivel jelzett oszlopok szignifikdnsan kiillonboznek egymastol P<0.05

valosziniiségi szinten, amit a Duncan teszt segitségével hataroztunk meg. (Atlag+SE, n=5)
5.2.1.3 A fluoreszcencia indukcios paraméterekben bekévetkezo valtozasok

Sokezelés hatdsara mind a nevelési (700 umol m? S'l), mind pedig annal magasabb
(1200 pmol m? s fényintenzitdson csokkent az effektiv kvantumhasznositds, a
fluoreszcencia kioltasban pedig nagyobb volt az NPQ, azaz a hddisszipaci6é ardnya, mint a
fotokémiai folyamatoké. Sostressz alatt az SA el6kezelések mindkét fényintenzitdson
hatékonyabba tették a fotoszintézis fényreakcidit, amit jol tikroz az F./F, értékének
véltozatlansdga, az effektiv kvantumhasznositds ndvekedése, illetve a hddisszipacid

mértékének csokkenése a sokezelt kontroll novényekéhez képest (7-8. tablazat).
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7. tablazat: SA eldkezelés hatdsa paradicsom novények klorofill a fluoreszcencia indukcids

paramétereinek valtozasara sostressz alatt 700 umol m?s? fényintenzitason.

Kezelések Fu/Fm dp Dps) NPQ

Kontroll 0.802+0.00 ™ 0.567+0.00 % 0.302+0.00°% 1.171+0.05°
Kontroll+100 mM NaCl 0.802+0.00™ 0.365+0.00 ¢ 0.195+0.01¢ 1.584+0.18°
107 M SA 0.802+0.00™ 0.518+0.00 " 0.262+0.01 1.361+0.00 %
107 M SA+100 mM NaCl  0.808+0.00"™ 0.480+0.01°¢ 0.235+0.00°¢ 1.530+0.01%®
10" M SA 0.800+0.00™ 0.563+0.01 2 0.287+0.01 % 1.325+0.05
10* M SA+100 mM NaCl  0.805+0.00"™ 0.510+0.00°" 0.255+0.00°¢ 1.458+0.08%®

Fv/Fm: a masodik fotokémiai rendszer maximalis kvantumhasznositasa

qP: fotokémiai kioltés

Dps; : a masodik fotokémiai rendszer effektiv kvantumhasznositasa

NPQ: nem fotokémiai kioltas

A kiilonbozé betlivel jelzett oszlopok szignifikdnsan kiilonboznek egymastol P<0.05

valdszinliségi szinten, amit a Duncan teszt segitségével hatdroztunk meg. Az n.s. jelolés

esetén nem volt szignifikans kiilonbség. (Atlag+SE, n=5)

8. tablazat: SA elOkezelés hatdsa paradicsom ndvények klorofill a fluoreszcencia indukcios

paramétereinek valtozasara sostressz alatt 1200 pmol m?s? fényintenzitason

Kezelések Fu/Fm p Dpsy NPQ

Kontroll 0.802+0.00 ™ 0.330+0.00° 0.161+0.00° 1.447+0.07™
Kontroll+100 mM NaCl 0.802+0.00™ 0.217+0.03 ¢ 0.098+0.00°¢ 1.647+0.22™
107 M SA 0.802+0.00™ 0.281+0.00 ™ 0.133+0.00 " 1.540+0.04 ™
107 M SA+100 mM NaCl  0.808+0.00"™ 0.247+0.00 © 0.115+0.00 ™ 1.558+0.13™
10" M SA 0.800+0.00™ 0.315+0.02%® 0.149+0.01%® 1.527+0.01™
10" M SA+100 mM NaCl  0.805+0.00"™ 0.274+0.01 0.130+0.00" 1.608+0.07 ™

Fv/Fm: a masodik fotokémiai rendszer maximalis kvantumhasznositasa

qP: fotokémiai kioltas

®ps, : a masodik fotokémiai rendszer effektiv kvantumhasznositasa

NPQ: nem fotokémiai kioltas
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A kiilonb6z6 betlivel jelzett oszlopok szignifikansan kiilonboznek egymastol P<0.05
valdszinliségi szinten, amit a Duncan teszt segitségével hatdroztunk meg. Az n.s. jelolés

esetén nem volt szignifikans kiilonbség. (Atlag+SE, n=5)
5.2.1.4 A fotoszintetikus pigmenttartalmakban bekévetkezo valtozasok

Sostressz hatasara csokkent pigmenttartalmakat mértiink a novények levelében, a
hosszatava SA el6kezelés, kiilondsen a 10* M-os, azonban szignifikansan megemelte a kla, a

klb, és a kla+b tartalmakat a sokezelt kontroll ndvényekhez képest (40. abra).
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40. abra: SA elékezelés hatasa paradicsom novények kla, klb, valamint kla+b tartalmara 1
hetes 100 mM-os NaCl kezelés utan. (Atlag£SE, n=5). A kiilonbozd betiivel jelzett oszlopok
szignifikdnsan kiilonboznek egymastdl P<0.05 valosziniiségi szinten, amit a Duncan teszt

segitségével hataroztunk meg.

Sétolerans paradicsom genotipusoknal az antioxidans karotinoidok és antocianinok
mennyiségének valtozasa, a lipidperoxidaci6 mértékének alakulasa fontos fiziologiai
markernek tekinthetd. Az egyhetes sokezelés a kontrollhoz képest szignifikdnsan
lecsokkentette a karotinoid tartalmat, az eldkezelt novényekben, kiilondsen a 10* M SA
esetében azonban ez a tendencia megfordult. Az antocianin tartalom véltozasa azonban nem
volt szamottevd. Igy a karotinoidok valdsziniileg hatékonyabb antioxiddnsok, mint az

antocianinok a sostressznek kitett paradicsom novényeknél (41. abra).
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41. abra: SA elOkezelés hatasa paradicsom novények antocianin, valamint karotinoid
tartalmara 1 hetes 100 mM-os NaCl kezelés utan. (Atlag+SE, n=5). A kiilonb6z6 betiivel
jelzett oszlopok szignifikansan kiilonboznek egymastol P<0.05 valdszinliségi szinten, amit a
Duncan teszt segitségével hatdroztunk meg. Az n.s. jelolés esetén nem volt szignifikdns

kiilonbség.

Sostressz hatasara fokozodott a lipidperoxidacio mértéke, amit az SA eldkezelések
kismértékben csokkentettek a sokezelt kontrollhoz képest, ez a csokkenés azonban nem volt

szignifikans. (42. abra).
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42. abra: SA eldkezelés hatasa paradicsom novények levelének (A) és gyokerének (B) MDA
tartalmara 1 hetes 100 mM-os NaCl kezelés utan. (Atlag+SE, n=5). A kiilonb6z6 betiivel
jelzett oszlopok szignifikansan kiilonboznek egymastol P<0.05 valésziniségi szinten, amit a
Duncan teszt segitségével hatdroztunk meg. Az n.s. jelolés esetén nem volt szignifikans

kiilonbség.
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A fotoszintézis termékei, a cukrok akkumulicidja a paradicsomnal adaptiv jellegii
tulajdonsdg a sostressz akklimatizacioban. Hosszii tdvon az altalunk alkalmazott SA
elokezelések jelentdsen megndvelték az Osszcukortartalmat paradicsom novények levelében
¢és gyokerében egyarant a kontroll novényekhez képest. Sokezelés hatasara mind a kontroll,
mind az SA eldkezelt novények levelében megnétt az Osszcukortartalom. Ezzel szemben
gyokérben a sostressz, illetve a 107 M SA elékezelés nem valtoztatta, a 10* M SA azonban

novelte az 6sszcukortartalmat 100 mM-os sokitettség mellett is (43. abra).
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43. dbra: 107 és 10* M SA el6kezelés hatésa paradicsom ndvények sszcukortartalmanak
valtozasara sostressz alatt (Atlag+SE, n=3). A kiilonboz6 betiivel jelzett oszlopok
szignifikdnsan kiilonboznek egymastol P<0.05 valoszinliségi szinten, amit a Duncan teszt

segitségével hataroztunk meg.

5.2.2 A szalicilsav  elokezelés sostressz  akklimatizaciot javito hatisa a

hormonhaztartasra

5.2.2.1 Az etilénprodukcio valtozasa

Az elékezelések koziil a 107 M SA nem befolyasolta, a 10* M SA azonban
kismértékben novelte az eilénprodukcidt a novények levelében a kontrollhoz képest. 100 mM-
os sokitettség alatt jelentdsen fokozddott az etilénprodukcid paradicsom névények levelében,
amit azonban az SA eldkezelések mérsékeltek sostressz alatt. Gyokérben sostressz hatasara
mérséklddott az etilén szintézise, a 10" M SA elékezelés pedig tovabb csokkentette azt a

sokezelt kontroll novények etilénprodukcidjahoz képest (44. abra).
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44. dbra: 107 és 10% M SA el8kezelés hatasa paradicsom ndvények levelének (A) és
gyokerének (B) etilénprodukcidjara sostressz alatt (Atlag+SE, n=3). A kiilonboz6 betiivel
jelzett oszlopok szignifikansan kiilonboznek egymastol P<0.05 valdszinliségi szinten, amit a

Duncan teszt segitségével hataroztunk meg.

5.2.3 Oxidativ stressz: akklimatizacio vagy sejthaldl az elokezelések hatdsdra sostressz

alatt

5.2.3.1 Az el6kezelések hatasa a ROS, valamint a NO keletkezésére és az életképességre

A SA elékezelés a 4. hét végére onmagaban nem fokozta szignifikansan a H,0;

crer

crer

sOstressz alatt (45-46. abra).

A ROS a gyokér apikalis zondiban kissé eltérd mintazatot mutatott, mint a H,O, az
intakt gyokérben. A 10* M SA el8kezelés szignifikansan megemelte a ROS szintet a gyokér
apikalis szegmentekben, ami 100 mM-os sokitettség mellett szignifikansan csokkent a
sokezelt kontrollhoz képest. Hasonl6 tendencia mutatkozott a NO produkciot illetden is, a SA
elokezelések csokkentették a 100 mM NaCl altal indukalt NO produkciot. Sokezelés hatasara
csokkent az apikalis gyokérsejtek életképessége, a SA eldkezelések azonban javitottak a

sejtek vitalitasat 100 mM-os sokitettség mellett is (46-47. abra).
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45. 4bra: 4 hetes SA eldkezelés hatasa paradicsom ndvények levelének és gyokerének H,O-
tartalmara sostressz alatt. Kezelésenként 5 ismétlés atlagat dbrazoltuk (n=5). A kiilonb6zo
betiivel jelzett oszlopok szignifikansan kiilonboznek egymastol P<0.05 valoszinliségi szinten,
amit a Duncan teszt segitségével hataroztunk meg. Az n.s. jelolés esetén nem volt szignifikans
kiilonbség.

NO  életképesség

A A
( Y )

Kontroll Kontroll

>

Kontroll+NaCl

Kontroll+NaCl Kontroll+NaCl

107 M SA 107 M SA 107 M SA

107 M SA+NaCl 107 M SA+NaCl

107 M SA+NaCl

—— & oA 5

104 M SA 104 M SA 104 M SA 104 M SA

2

104 M SA+NaCl 104 M SA+NaCl 104 M SA+NaCl

Okezelés hatdsa paradicsom novények levelének €s gydkerének
077, H20,, ROS és NO tartalmara, valamint az ¢letképességre 1 hetes 100 mM-os NaCl

kezelést kovetéen (Atlag+SE, n=9). Mérce=1 mm.
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47. dbra: 107 és 10" M SA el6kezelés hatasa paradicsom névények gyokerének ROS és NO
tartalmara, valamint az életképességre sostressz alatt (4tlag£SE, n=9). A kiilonb6zd betiivel
jelzett oszlopok szignifikansan kiilonboznek egymastol P<0.05 valdszinliségi szinten, amit a
Duncan teszt segitségével hataroztunk meg. Az n.s. jelolés esetén nem volt szignifikdns

kiilonbség.
5.2.4 Detoxifikacios mechanizmusok: reaktiv oxigéngyokok eltavolitasa
5.2.4.1 ASOD és a KAT aktivitasanak valtozasa sostressz alatt

A SA abiotikus stresszorokkal szembeni védOhatdsdnak egyik lehetséges oka az
antioxidans enzimrendszer aktivitdsdnak fokozodasa lehet. A SA eldkezelés 6nmagaban is
fokozta a SOD aktivitasat paradicsom novények levelében a 3 hetes eldkezelés végére (36.
abra). Sokezelés hatasara fokozodott a SOD aktivitdsa mind a novények levelében, mind
pedig azok gyokerében. A sostressz az SA el6kezelt levelekben is fokozta a SOD aktivitasat a
kontrollhoz képest, 10* M SA elékezelés esetében viszont nem kiilonbozott a sajat, SA
elékezelt kontrolljatol. A 100 mM-os NaCl kezelés a kontroll, valamint a 10* M SA-val
elékezelt novények gydkerében kismértékben, a 107 M SA elBkezelés esetében azonban

jelentdsen fokozta a SOD aktivitasat (48. abra).
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48. 4bra: 107 M-os és 10 M-o0s SA el6kezelés hatésa paradicsom novények levelének (A) és
gyokerének (B) SOD aktivitasara 1 hetes, 100 mM-os NaCl kezelést kovetden (atlagtSE,
n=3). A kiilonboz6 betiivel jelzett oszlopok szignifikansan kiilonbdznek egymastoél P<0.05

valdsziniiségi szinten, amit a Duncan teszt segitségével hataroztunk meg.

100 mM-os sokitettség alatt csokkent a KAT aktivitdsa mind a kontroll, mind az SA
elokezelt novények levelében. A sostressz gyokérben is csokkentette az enzim aktivitasat, az
SA eldkezelések azonban megnovelték azt a sdkezelt kontrollhoz képest, ami hatékony H,0;

lebontasra utal (49. abra).

35 4 30 -
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SA kezelések (M)
49. 4bra: 107 M-os és 10 M-os SA elékezelés hatasa paradicsom ndvények levelének (A) és
gyokerének (B) KAT aktivitdsadra 1 hetes, 100 mM-os NaCl kezelést kovetden (4tlag+SE,
n=3). A kiilénb6zd betiivel jelzett oszlopok szignifikansan kiilonbéznek egymastol P<0.05

valdsziniiségi szinten, amit a Duncan teszt segitségével hataroztunk meg.
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A kapott eredmények Osszhangban vannak a ROS (H;O;) tartalom mérés soran kapott

eredményekkel. Sostressz alatt fokozodott a SOD és jelentdsen mérséklodott a KAT

crer

produkcié fokozodasahoz gyokérben. A 107 M és 10* M SA eldkezelés azonban a KAT
aktivitdsanak novelésével hozzajarult a ROS szintek csokkentéséhez az apikalis

gyokérsejtekben sostressz alatt (45-47. abra).
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5.3 A szalicilsav indukalt ROS és NO hatasanak vizsgalata mezofillum

protoplasztokon, mint modellrendszeren: gyors hatas

5.3.1 A szalicilsav elékezelések hatasa a mezofillum protoplasztok ROS (H,0,) és NO
produkciojdara, valamint az életképesséqre, valamint a NADPH oxidadz gatlasanak

hatasa normal kériilmények, illetve sostressz alatt

A SA kezelések késObbi abiotikus stressz akklimatizaciot, vagy PCD-t okozo
hatasaban az idéfliggvényekbdl kovetkezden kiilondsen fontos szerepe van a hormon altal
indukalt gyors valtozasoknak, igy a ROS (H;O;) ¢és az NO SA kezelést kovetd
kimutatdsa, hogy a ROS, vagy az NO jatszik fontosabb szerepet az SA altal indukalt
,edzddés”, illetve PCD kivaltasdban. Kivancsiak voltunk arra is, hogy az intakt ndvényekben
az SA elOkezelések alatt akkumuldlodd novekedésszabdlyozd anyagok, igy az ABS, a
poliaminok, illetve az etilént general6 ACC hogyan hat a ROS és az NO képzddésére.

Annak modellezésére, hogy miképp jarul hozzéd/hozzajarul-e a SA 4&ltal indukalt
ROS/H,0;, illetve NO produkcié az akklimatizacios folyamatok, vagy éppen a ndvényi sejtek
pusztulasahoz, paradicsom novények levelébdl izolalt mezofill protoplasztokat hasznaltunk.
Az altalunk alkalmazott SA valamennyi koncentracidja ndvelte a protoplasztok intracellularis
ROS szintjét 2.5 6ras inkubéciot kovetéen, oxidativ robbanast azonban csak a 102 M SA
kezelés okozott (50. dbra. A; 51. dbra. A). 5 éras inkubéciot kovetden a 10* M SA esetében
kismértékii, a 10 M-os SA kezelés hatasara pedig tovabbra is magas ROS szinteket mértiink,
az SA alacsonyabb koncentraciéi a kontroll protoplasztokhoz hasonlé ROS szintet mutattak
(50. ébra. B; 51. abra. B). A NADPH oxidaz gatloszereként hasznalt difenilén jodonium (DPI)
a kontroll, valamint a 107 M SA esetén nem okozott szignifikans valtozast a protoplasztok
ROS szintjében 5 oras inkubaciot kovetden, szignifikdnsan gatolta azonban a 10*Mésa 107
M SA altali ROS produkciot (50. dbra. B; 51. abra. B). A SA kezelések koziil a 10* M-o0s
kismértékben, mig a 10 M-os mintegy kétszeresére emelte a protoplasztok NO produkciojat
2.5 oréas inkubdaciot kovetden, ami mindkét emlitett SA kezelésnél megmaradt az 5 6rés
inkubéci6 végére is. DPI hatdsara azonban gatlodott mind a 10 M-os, mind pedig a 10° M-
os SA altali NO produkci6 é€s kontroll szintre allt vissza (50. abra. A-B; 51. abra. C-D). Az
¢letképességet az a SA kezelés (10 M-os SA) csokkentette le szignifikansan, amely mind a
ROS, mind pedig az NO szintjében tartos €s nagymértékii novekedést eredményezett, ami jo

Osszhangban van az intakt névénnyel végzett kisérleteink soran kapott eredményekkel. DPI
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hatasara csokkent a 102 M-os SA altali ROS és NO produkcio, és javult a protoplasztok
vitalitasa (50. abra. A-B; 51. abra. E-F).
A)

Eletképesség

Kontroll Kontroll

ROS

Kontroll Kontroll

Nitrogén monoxid

Kontroll Kontroll

| f Y Y
-DPI + DPI -DPI +DPI
B)
ROS Nitrogén monoxid

Kontroll

Kontroll Kontroll Kontroll Kontroll

-DPI + [YDPI -DPI + [YDPI - DPI + DPI
50. abra: 2.5 (A) és 5 oras (B) SA kezelés, illetve a NADPH oxidaz difenilén jodoniummal
(DPI) val6 gatlasanak hatdsa paradicsom ndvények levelébdl izolalt protoplasztok ROS és NO
produkciojara, valamint az életképességre (Atlag+SE, n=90). Mérce=10 pm.
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51. bra: 107-10° M SA kezelés hatdsa paradicsom névények levelébél izolalt protoplasztok
ROS ¢s NO tartalmara, valamint az ¢letképességre 2.5, illetve 5 oras kezelést kovetden. A
sziirke oszlopok a difenilén jodonium (DPI) gatlo hatasat mutatjak (Atlag=SE, n=90). A
kiilonbozé betlivel jelzett oszlopok szignifikdnsan kiilonboznek egymastol P<0.05

valoszinliségi szinten, amit a Duncan teszt segitségével hataroztunk meg.

100 mM-os sokezelés hatasara jelentds mértékben fokozodott a protoplasztok
intracellularis ROS és NO akkumulécidja, amely tartdsan megmaradt az 5 oras inkubacid
végéig. (52-53. abra., 54. abra. A-D.). A sostressz indukalt ROS és NO gatolhato volt DPI-vel
(52-53. abra.; 54. abra. A-D). Sostressz hatasara csokkent a sejtek életképessége, viszont a
sostressz okozta vitalitds csokkenés szintén gatolhaté volt DPI-vel. A SA el6kezelések
hatéséra sostressz alatt mérséklédott a ROS és NO akkumulacidja és nétt a sejtek vitalitasa a

sokezelt kontroll protoplasztokhoz képest (52- 53. abra., 54. abra. E-F).
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52. dbra: 2.5 oras SA kezelés, illetve a NADPH oxidaz difenilén jodoniummal (DPI) valo

gatlasanak hatdsa paradicsom noveények levelébdl izoldlt protoplasztok ROS ¢és NO

produkciojara, valamint az életképességre sostressz alatt (Atlag+SE, n=90). Mérce=10 pm.
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53. abra: 5 6rds SA kezelés, illetve a NADPH oxidaz difenilén jodoniummal (DPI) valo

gatlasanak hatasa hatasa paradicsom ndvények levelébdl izolalt protoplasztok ROS és NO

produkcidjara, valamint az életképességre sostressz alatt (Atlag=SE, n=90). Mérce=10 um
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54. dbra: 107-10" M SA kezelés hatasa paradicsom novények levelébdl izolalt protoplasztok
ROS ¢és NO tartalmara, valamint az életképességre 2.5, illetve 5 oras kezelést kovetden
sostressz alatt. A sziitke oszlopok a difenilén jodonium (DPI) gatlo hatdsat mutatjak
(Atlag+SE, n=90). A kiilonboz6é betiivel jelzett oszlopok szignifikansan kiilonboznek

egymastol P<0.05 valdszinliségi szinten, amit a Duncan teszt segitségével hataroztunk meg.

5.3.2 A sostresszel szembeni akklimatizaciot elésegito novekedésszabalyozo anyagok
hatasa a paradicsom néovények levelébdl izolalt protoplasztok ROS (H,0,) és NO
tartalmara, valamint az életképességre és a NADPH oxiddz gatlasanak hatdsa az

akklimatizacios folyamatokban

Az éltalunk vizsgalt novekedésszabalyozd anyagok koziil a Spd és a Spm tartdsan és
nagymértékben fokozta a protoplasztok altali ROS és NO produkcidt és ezzel parhuzamosan
csokkentette azok életképességét. A Put szintén megemelte mind a ROS, mind pedig az NO
szintjét, azonban nem csokkentette a protoplasztok életképességét. Az etilén szintézisében

szerepet jatszo6 ACC a Spd-hez és a Spm-hez hasonléan tartdésan ¢€s nagymértékben
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megemelte mind a protoplasztok ROS, mind pedig azok NO produkciojat, és ezzel
parhuzamosan szignifikansan csokkentette a sejtek életképességét a kontrollhoz képest. Az
ABS az inkubécio kezdeti szakaszdban ndvelte a protoplasztok ROS szintjét és csokkentette
azok ¢letképességét, az 5 Oras inkubacid végére azonban csokkent az ABS altali ROS
produkcid ¢és novekedett a sejtek vitalitdisa. DPI hatdsara minden esetben gatlédott a
novekedésszabalyozo anyagok altali ROS és NO produkeio és javult a sejtek életképessége is

(55-56. abra).
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55. abra: Kiilonb6zé ndvekedésszabalyozod anyagok, valmint a NADPH oxidaz gatlasanak
hatdsa paradicsom mezofillum protoplasztok ROS ¢és NO produkcidjara, valamint az

életképességre 2.5 (A), illetve 5 oras (B) kezelést kovetden (Atlag+SE, n=90). Mérce=10 pm.
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Pixelintenzitas

56. abra: Kiilonb6z6é novekedésszabalyozo anyagok, valamint a NADPH oxidaz gatlasanak
hatdsa paradicsom mezofillum protoplasztok ROS ¢és NO tartalmaéra,
életképességre 2.5, illetve 5 oras kezelést kovetden (Atlag£SE, n=90). A sziirke oszlopok a
difenilén jodonium (DPI) gatld hatasat mutatjak (AtlagtSE, n=90). A kiilonbozé betiivel

jelzett oszlopok szignifikdnsan kiilonboznek egymastol P<0.05 valdsziniiségi szinten, amit a
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Duncan teszt segitségével hataroztunk meg.
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6. Eredmények értékelése
6.1 A SA elokezelés hatasai a priming alatt paradicsom névényben
6.1.1 A fotoszintetikus aktivitas szerepe az SA dltal indukalt kéemiai edzésben

Az SA sostressz akklimatizaciot fokozd hatasanak egyik oka az elokezelés alatt
megfigyelhetd ozmotikus adaptaci6. A paradicsom soéstresszel szembeni tolerancidjat
meghataroz6 oldhaté cukor akkumulacid szorosan kapcsolddhat a fotoszintetikus aktivitds
valtozasaval. A SA fotoszintézisre gyakorolt hatdsaval kapcsolatos eredmények meglehetdsen
ellentmondasosak. A SA eldkezelés erdteljesen gatolhatja a fotoszintetikus folyamatokat,
aminek egyik oka a sztomakonduktancia csokkenése, ezaltal pedig a CO, fixaciod gatlasa a
novényekben (Raskin, 1992.). Moheraker és mtsai. (2003.) azt tapasztaltak, hogy a SA
elokezelés csokkentette a klorofill tartalmat, valamint a Kla/b ardnyt buza ndvényekben
Ezekkel a megfigyelésekkel ellentétben az SA elkezelés novelheti is a fotoszintetikus
folyamatok hatékonysagat. Fariduddin és mtsai. (2003.) azt tapasztaltak, hogy az exogén SA
elékezelés novelte a nettd fotoszintetikus ratat, az intercellularis CO, koncentraciot, a
vizpotencialt és a sztdomakonduktanciat B. juncea novényekben. Kisérletiinkben bemutattuk,
hogy a SA hatasa a fotoszintézisre nagymértékben fiigg az alkalmazott SA koncentraciojatol
¢és a kezelés iddtartamatol. A SA rovid tavon csokkentette a sztomakonduktanciat a levelek
mindkét felszinén, ami azonban csak a késébb PCD-t induk4ld 10 M-os koncentracio esetén
vezetett a CO; asszimilacio hatékonysaganak csokkenéséhez. A fotoszintézis hatékonysagat a
10™* M-osnal alacsonyabb SA koncentraciok sem a fényintenzitas, sem az intercellularis CO;
koncentracio fliggvényében nem csokkentették az elOkezelés soran. A ndvények gyors
elhaldsat el6idézé 102 M SA valoszinilileg olyan gyorsan blokkolta a legfontosabb lebont6
folyamatokat, ami megakadalyozta a fotoszintetikus pigmentek és az antocianinok
kiilonbség a fotoszintetikus pigmenttartalmakban, illetve a fotoszintézis primer fotokémiai
folyamataiban (F/Fm, ®@psii, 0p, NPQ) sem a kontroll ndvényekhez képest. 3 hetes elékezelés
utdn az SA-val eldkezelt és a kontroll novények mar sztomakonduktancidjukban sem
kiilonboztek egymastol, tehat az eldokezelt novények akklimatizalodtak az Oket éré kezdeti
stresszhatdshoz. Bar a fotoszintetikus aktivitaisban nem volt szignifikans kiilonbség, az
el6kezelések kozil a 10* M SA mar a priming ideje alatt megemelte az 0Osszcukor
mennyiségét gyokérben, ami a hatékony fotoszintézis mellett hozzdjarult az ozmotikus

adaptacio kialakitasdhoz.
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6.1.2 Az etilén szerepe az akklimatizacioban

Az etilén, mint a legtobb novekedésszabalyozd anyag, koncentraciotol fiiggden
determindlhatja a novények allapotat: eldsegitheti az akklimatizacios folyamatokat, vagy
nagyobb koncentracioban részt vehet a PCD kialakitasdban. Mivel a SA elokezelés
modositotta paradicsom novények ABS tartalmat (Szepesi és mtsai, 2009.), ¢és irodalmi
adatokbol ismert, hogy az ABS és az etilén bioszintézise kozott kapcsolat van, azaltal, hogy
az etilén képes indukalni az ABS bioszintézisét a dioxigenaz, a xantoxal-dehidrogenaz ¢és az
abszcizinaldehid oxidaz aktivitisinak fokozasan keresztiil (Hansen és mtsai, 2000.),
feltételeztiik, hogy az elokezelések mddosithatjak az etilén szintézisét is. Az altalunk hasznalt
valamennyi SA koncentracidé befolydsolta az etilén szintézisét paradicsom ndvényben. A
magasabb koncentraciok koziil a 10° M SA mar az el8kezelés kezdetén extrém mértékben
fokozta az etilénprodukciot a ndvények gyokerében, ez a 102 M SA esetén gatlasba ment at.
A jelentés etilénprodukcié fokozodas hozzajarult a 10° M-os SA-val kezelt ndvények
gyokérszoveteinek elhalasahoz, a 102 M-os SA kezelés esetében azonban a PCD kivaltasa az
etilénszint emelkedésétd] fiiggetleniil tortént. Az alacsonyabb koncentraciok, kiilondsen a 10
M SA, kismértékii emelkedést okoztak az ctilénszintézisben, hosszu tdvon azonban nem
eredményeztek valtozast a novények levelének és gyokerének etilénprodukcidjaban a kontroll
novényekéhez képest, a novény adaptalodott a valtozasokhoz. Az etilénszintézis kismértéki
¢s atmeneti novekedése sziikséges feltétele lehet a késdbbi akklimatizacio kialakuldasdnak. A
kapott eredmények Osszhangban vannak az etilénnek a paradicsom séstressz
akklimatizacioban jatszott adaptiv szerepével kapcsolatos adatokkal (Ouyang és mtsai.,

2007.).
6.1.3 A poliaminok akkumulacioja az elokezelés alatt

A stresszrezisztencia kialakitdsa szempontjabol az etilén mellett fontos a poliaminok
anyagok veédd funkcidt tolthetnek be a sejtekben. Mint polikationok, anionos
komponensekhez, ugymint nukleinsavakhoz, fehérjékhez, foszfolipidekhez képesek
kapcsolodni. Mivel az irodalomban utalasokat talaltunk arra, hogy a poliaminok késleltethetik
a szeneszcenciat az etilén bioszintézis enzimeinek gatlasan keresztiil (Lee és mtsai., 1997;
Hong és mitsai.,, 1996; Ziosi és mitsi.,, 2006.), kivancsiak voltunk arra, hogy a széles
koncentracié intervallumban alkalmazott SA eldkezelések miképpen modositjak a
poliamintartalmakat és mindez hogyan fligg Ossze az egyes eldkezelések hatdsara az

etilénprodukcioban mért véltozasokkal. A SA magasabb koncentracioi koziil a 10° M és a
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102 M SA kiilénbdz8 modon fejtette ki hatasat az emlitett ndvekedésszabalyozo anyagok
szintézisére. A 102 M SA mintegy 6tszorosére emelte a Put és mintegy huszondtszorosére a
levelében. Megallapithatd, hogy a poliaminok akkumulécidja a gyors szoveti dezorganizaciot
eredményezd 10% M-os SA el8kezelések esetén is megtorténik, ami a DAO ¢és PAO aktivitas
novekedésének eredményeképpen fokozhatja a PCD-t. A poliaminok citoplazmatikus oxidativ
stresszt generald hatésat a protoplasztos kisérleteinkben bizonyitottuk (55-56. 4bra). A 107
M-os SA nagymértékben és tartosan fokozta az etilénprodukciot, mellyel parhuzamosan
Megallapitottuk, hogy a 10° M SA elékezelés a poliaminok ¢€s az etilén bioszintézisének
egyiittes indukaldsan, és az ennek eredményeképpen keletkezd novekedésszabalyozé anyagok
gyokérszovetek elhalasahoz vezethet. Az SA magasabb koncentracioival ellentétben azonban
a 10* M SA az etilénszintézis atmeneti és kismértékii fokozasaval, valamint a Put
gyokérben a halofita ndvényekre jellemz06 poliamin spektrumot alakitott ki.

6.1.4 ROS, vagy NO, esetleg mindketto

A SA koncentraciotdl fiiggéen oxidativ stresszt general, melynek eredményeképpen
megnd a ROS extra,- és intracellularis koncentracidja (Knorzer és mtsai., 1999.) A ROS kis
koncentracidban az antioxidans mechanizmusok aktivalasdval hozzdjarulhat a sikeres
akklimatizacidhoz, nagyobb koncentracidban azonban a sejtek metabolikus aktivitdsanak
csokkenését okozhatja. Zottini és mtsai. (2007.) azt tapasztaltdk, hogy Arabidopsis
novényekben a SA indukalta a NO szintézisét. A NO hatdsa szintén koncentraciofiiggo:
toxikus vagy védod hatasu (Lipton és mtsai., 1993.). A ROS és a NO hatésa fiigghet, de lehet
fiiggetlen is a masik molekula szdveti koncentraciojatol (Zhang és mtsai., 2007.; Neil és
mtsai, 2008.). [ly modon az egyensuly a ROS és NO kozott determinélhatja a sejtek allapotat,
hozzajarulva a sikeres akklimatizacidhoz, vagy a sejthalalhoz. Megallapitottuk, hogy a SA
magasabb koncentracidi a levélben gyors és nagymértékli Ho,O, akkumuléciot, gyokérben
pedig ROS és NO produkcidt eredményeztek. A NO és ROS szintek egyiittes és jelentds
mértéki megemelkedése pedig a sejtek vitalitdsanak csokkenéséhez, végiil sejthaldlhoz
vezetett. Ezzel szemben az alacsonyabb koncentracioban alkalmazott el6kezelések koziil a

crer

azonban az el6kezelés végére a kontrollhoz hasonld tendencidt mutatott, mely a sostressz
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akklimatizaciot nem javito 107" M SA-nél nem volt megfigyelhetd. A ROS megemelkedése az
apikalis gyokérsejtekben Onmagaban nem csokkentette a szovetek életképességét, éppen
ellenkezéleg, novelte a ndvény antioxidans kapacitdsat, hozzajarulva a védelmi
mechanizmusok aktivalodasahoz. Ily médon a gyokércsucsokban 10* M-nél detektalhato
tartos és mérsékelt ROS akkumulacié fontos szereppel birhat az ezt kdvetd soOstressz
akklimatizacio sikerességében. Teljes gyokér szintjén ez a tendencia nem detektalhato (26.
abra).

A ROS mennyiségét a sejtekben Osszetett antioxidans védekezé mechanizmusok
szabalyozzédk. A SOD kiilonb6z0 tipusai az oxidativ kdrosodas elleni védelem els6é vonalat
alkotd fémtartalmu enzimek, amelyek a szuperoxid gydkanion atalakitdsat végzik hidrogén
peroxidda. Rao és mtsai. (1997.) kimutattak, hogy a SA Arabidopsis-ban serkentette a SOD
enzim 2 izoenzimének az aktivitasat, ily médon pedig novelte a szovetek H,O, tartalmat. A
KAT az egyik legfontosabb enzim, amely a sejtekben keletkezd H,O, lebontasat végzi. A SA
gatolja a KAT-t azaltal, hogy képes az enzimhez kotddni (Conrath és mtsai, 1995.), azonban
ez a gatld hatdsa nem teljesen egyértelmii. Paradicsomban, uborkéban ¢s dohanyban a SA
gatolta a KAT aktivitdsat, mig kukoricdban, illetve rizsben nem taléltak szignifikans gatlast
(Sanchez-Casas ¢s Klessig, 1994.). A SA magas koncentracioban irodalmi adatokkal
megegyez0 modon novelte a SOD és csokkentette a KAT aktivitasat, ezaltal pedig tartosan és
gyokérben. Ezek az SA koncentraciok ( 102 ¢s 10° M SA) a nagymértékit HO, akkumulacio
kovetkeztében a ndvények pusztulasihoz vezettek. Hossza tavon alkalmazva a 10* M SA
elokezelés a SOD aktivitdsdnak fokozéasaval levélben és valtozatlan KAT aktivitas mellett
hozzéjarult a H,0, tartalmanak ndveléséhez, ami az elékezelés végére mar nem volt
szignifikans. A gyokérben nem emelkedett meg 10 M-nal a SOD aktivitas, de chhez a KAT
aktivitas jelent0s gatlasa is tarsult, ami hozzdjarulhatott a gyokércsucsok mérsékelten
emelkedett ROS szintjéhez.

A KAT gitlas soran a SA szabadgyokké alakulhat, mely a tovabbiakban
lipidperoxidaciot okozhat (Anderson és mtsai., 1998.). Az irodalommal megegyez6 modon,
azok az SA el6kezelések, melyek serkentették a SOD és gatoltdk a KAT aktivitasat rovid
tavon, fokozott MDA akkumulacidt eredményeztek a ndvények levelében, mig a KAT-t nem
gatld kezelések (10'4 M és 107 M SA) esetében a kontrollal azonos MDA tartalmakat

mértink.
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6.2 A SA elokezelés sostresszel szembeni akklimatizaciot fokozo biokémiai

mechanizmusai paradicsom névényben

6.2.1 A fotoszintetikus aktivitas valtozasa SA eldkezelt paradicsom névényekben

sostressz alatt

A SA hozzéjarulhat a novények stresszrezisztencidjanak fokozasdhoz. Abiotikus és
biotikus stresszorokkal szembeni védé hatdsa azonban nagymértékben fligg az alkalmazott
koncentraciotol, a kezelés modjatol és idotartamatdl, valamint a novény fejlodési stadiumatol
(Szepesi és mtsai., 2009.). Paradicsom novények levelében sostressz alatt a 10 M SA ndvelte
a vizpotencialt, és nagyobb ABS tartalmat eredményezett a sokezelt kontrollhoz képest
(Szepesi és mtsai., 2009.). A vart eredményeknek megfelelden kisérleti rendszeriinkben a
sostressz jelentds sztomazarodast eredményezett, aminek eredményeképpen gatlodott a CO;
asszimilacio. Ugyanakkor sostressz alatt mindkét SA elékezelés, de kiilondsen a 10 M SA
novelte a sztomakonduktanciat. Novekedett a maximalis CO, asszimilacié mértéke (Amax),
valamint a karboxilaci6 hatékonysiga (CE), mely a CO; fixaci6 hatékonysdganak
fokozéasdhoz vezetett. Sostressz alatt a maximalis asszimilacido mértéke (Anmax) a fényintenzitas
fiiggvényében is nagyobb volt az SA el6kezelt novényekben, ami arra utal, hogy ezek a
novények hatékonyabban hasznositottak a fényenergiat a fotokémiai folyamatokban, ami
pedig magasabb kvantum hasznositashoz vezetett a sokezelt kontroll névényekhez képest. Ez
azt jelenti, hogy a ndvények fotoszintetikus kapacitdsa az SA el6kezelt novényekben az
intercellularis CO, telitési értékén és telitési fényintenzitason nagyobb volt. Az altalunk
hasznalt SA koncentracioi sostressz alatt a fotoszintézis fényreakcioit is hatékonyabba tették,
amit jol mutat a fluoreszcencia indukcidos paraméterek, koztik az F./Fn értékének
valtozatlansaga, az effektiv kvantumhasznositds (®ps)) novekedése, illetve a hddisszipacio
mértékének csokkenése (NPQ) a sokezelt kontrollhoz képest. Mindez azt jelenti, hogy az SA
elékezelt novények fotokémiai aktivitdsa és elektrontranszportja hatékonyabb volt az
elékezelést nem kapott sokezelt kontroll névényekhez képest. Az effektiv kvantumhasznosités
értékének novekedése, valamint nem fotokémiai kioltas (NPQ) fotokémiai (Qp) javara torténd
eltolodasa pedig sotolerans novényekre jellemzé adaptiv tulajdonsag (Dionisio-Sese és
Tobita, 2000.). Osszességében megallapithatd, hogy az SA eldkezelés csak a letélis
koncentraciokndl vezetett a fotoszintézis gatlasahoz paradicsomban, a szubletalis
koncentraciok nem okoztak szignifikans valtozast a CO; fix4cidban, viszont soOstressz alatt
novelték a maximalis CO; fixaciét, a Rubisco karboxilacidés hatékonysagat (CE), és

csokkentették a CO, kompenzacios pontot a sokezelt kontrollhoz képest. Sokezelés hatasara
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csokkent a klorofill, illetve a karotinoid tartalom. A fotoszintetikus pigmentek szintézisének
mtsai, 1985.). Kaydan ¢és mtsai. (2007.) azt tapasztaltdk, hogy a SA eldkezelés novelte a
klorofill, illetve a karotinoid tartalmakat biiza csirandvényben sostressz alatt. Az irodalommal
megegyezO0 modon az altalunk hasznalt mindkét SA koncentracid, de kiilondsen a 10* M SA
megemelte a Kla, a Klb, valamint a karotinoid tartalmakat 100 mM-os sOkitettség alatt, ami
az antioxidans karotinoidok esetében a fotoszintézis hatékonysaganak ndvelésén tal,
sotolerans paradicsom genotipusoknal fontos fizioldgiai markernek tekinthetd. A szintén
antioxidans antocianin tartalom valtozdsa azonban nem volt szamottevé. Igy a karotinoidok
valdésziniileg hatékonyabb antioxiddnsok, mint az antocianinok a sostressznek kitett
paradicsom ndvényeknél.

A fotoszintézis termékei, a cukrok akkumulacidja, a paradicsomnal szintén adaptiv
jellegli tulajdonsag a sostressz akklimatizacioban (Juan és mtsai., 2005.). A SA eldkezelés
Oonmagaban is megnovelte az dsszcukortartalmat a novények levelében és gydkerében, ami a
10 M SA el6kezelés esetén kapesolatban lehet a csokkent abszolit ndvekedéssel (Szepesi és
mtsai., 2009.). Sostressz alatt a 107 M SA a sékezelt kontrollhoz hasonléan nem valtoztatta az
dsszcukortartalmat paradicsom névények gydkerében, a 10* M SA azonban novelte azt, ami a
hatékony fotoszintézis mellett hozzdjarult a sikeres akklimatizacié szempontjabdl fontos
ozmotikus adaptacidhoz.

Sostressz alatt a lipidperoxidacid mértékének alakuldsa szintén fontos fiziologiai
markernek tekintheté. Sostressz hatasara fokozodott a lipidperoxidacié mértéke. A hosszu
tavih SA eldkezelés azonban mind hajtasban, mind gyokérben bar nem szignifikansan, de
mérsékelte a malondialdehid tartalmat a sokezelt kontrollhoz képest. Hasonl6 eredményeket

kaptak sostressz hatasara a sotolerans S. pennellii leveleiben is (Shalata és mtsai, 2001.).
6.2.2 Az etilénprodukcio valtozdasa az SA elokezelt novényekben sostressz alatt

Az abiotikus stressz, igy a sostressz is szamos ndvényi hormon, Ugy mint a
poliaminok, illetve az etilén szintézisét indukalhatja, amely hormonok fontosak a névények
stresszvalaszaiban. Sostressz alatt a 10* M SA elékezelés hatasara paradicsom levelekben
megemelkedett a Put, gyokerekben a Spd és Spm szintje, mely poliaminok megemelkedett
szintje halofita novényekre jellemz0d sajatsag, ily modon pedig a sikeres akklimatizacio jele
(Szepesi és mtsai, 2009.). A SA eldkezelés csokkentette az etilénprodukciot hidegstressz alatt
kukorica ndvényben (Szalai és mitsai., 2000.). Az irodalommal megegyez6 moddon azt

tapasztaltuk, hogy a SA elSkezelések, kiilondsen a 10* M SA mérsékelte a séindukalt
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etilénprodukciot, ami ezéltal hozzajarulhatott a sostresszel szembeni sikeres akklimatizacio

kialakulasdhoz az SA eldkezelt novényekben.
6.2.3 A ROS és NO produkcio szerepe a sostressz akklimatizacioban

A sostressz szamos zavart okozhat a novények metabolikus folyamataiban, azaltal,
hogy indukalja a ROS keletkezését, amely oxidativ stresszt okozva karosithatja a DNS-t,
inaktivalhatja az enzimeket és lipid peroxidaciot okozhat (Smirnoff és mtsai., 1993.). So- és
ozmotikus stresszt illetbn a SA hatidsa néha ellentmondasos. Sostressz alatt Arabidopsis
novényekben a SA fokozta a ROS termelddését, ami altal feler6sodtek a karosodasi tiinetek
(Borsani és mtsai, 2001.). Ugyanakkor szamos irodalmat talalunk arra vonatkozoan, hogy a
kiilsdleg alkalmazott SA eldkezelés kivédheti a soOstressz altali oxidativ kérosodast.
Novekedett sotoleranciat figyeltek meg SA elOkezelés hatdsdra buza csirandvényekben
(Hamada és Al-Hakimi, 2001.), valamint paradicsomban, mely utobbi esetében a sétolerancia
kialakuldsdhoz hozzajarult bizonyos antioxidans enzimek, ugy mint az APX, illetve az ald6z

reduktaz  aktivitdsdnak novekedése, valamint az ozmotikumként fontos prolin

crer

crer

ezaltal pedig a sostresszel szembeni akklimatizacidé kialakuldsadnak sikerességét. Mivel a
sostressz altali PCD a novények gyokerének 1 mm-es szegmentjében detektalhatdo (Huh és
mtsai., 2002.), ezért kisérleinkben ezen gyodkérrégi6 ROS és NO tartalmanak, valamint
életképességének valtozasat kovettiik nyomon az egyes kezelések hatasara. A sdstressz
fokozta a SOD ¢és mérsékelte a KAT aktivitasat, ami 4ltal irodalmi adatokkal megegyezd
modon jelentés mértékben indukalta a HyO, keletkezését paradicsom novények levelében,
valamint a ROS keletkezését gyokérben. A 10 M SA az elékezelés ideje alatt fokozta a ROS
produkciot az apikalis gyokérsejtekben. 100 mM-os sokitettség mellett azonban jelentdsen
csokkent a 10* M SA altali ROS akkumulacio gyOkérben a sokezelt kontrollhoz képest. A
NO produkcidéban a priming alatt az SA eldkezelt és a kontroll novények azonban nem
kiilonboztek egymastol. Megéllapithatd, hogy az edzettségi allapot kialakitdsdban az NO
Onmagdban nem jatszik szerepet, viszont a ROS igen. Sostressz hatdsira jelentdsen
fokozddott a NO produkcio gyokérben, a ROS és NO nagymértékii akkumulacidja pedig az
apikalis gyokérsejtek ¢€letképességének csokkenéséhez vezetett. Irodalmi adatokkal
megegyez0 modon mindkét altalunk alkalmazott SA eldkezelés fokozta a SOD aktivitasat,

azonban gyokérben a KAT aktivitasanak novelésével hozzdjarult a séindukalt ROS hatékony
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eliminalasdhoz sostressz alatt. A SA eldkezelt novények gyokerében csokkent a NO
produkci6 is a sokezelt kontrollhoz képest, amin keresztiil pedig javult a gyokérsejtek

¢letképessége.

6.3 A NO és ROS kozotti interakciok tisztazasa paradicsom novények levelébol

izolalt protoplasztok, mint modellrendszer segitségével: gyors hatas

Miutan az intracellularis ROS fontos szerepet jatszik a sostresszre adott novényi
valaszokban (Leshem ¢és mtsai., 2007.), és a sejten beliili ROS keletkezése gyakran abiotikus
stresszfaktorokhoz is kotddik (Bi €s mtsai., 2009.), érdekes volt annak felderitése, hogy vajon
az intracellularis ROS ¢és NO szignifikdnsan hozzajarulhat-e a sejtek vitalitasanak
csOkkenéséhez, vagy éppen az akklimatizacio kialakuldsahoz kiilonb6z6 stresszorok hatdsara.
Mivel paradicsom novényekkel végzett kisérleteink sordn az SA eldkezelések koziil a 10° M
SA, illetve a 100 mM-os sokitettség csokkentette, mig a 107 M és 10* M SA sostressz alatt a
kontrollhoz hasonléva tette a gyokérsejtek vitalitasat, befolyasolva ROS és NO produkciojat,
megnéztilk, hogy az egyes kezelések miképp modositjdk ezen paramétereket mezofill
protoplasztok esetében. Mivel a ROS egyik forrdsa novényekben a PM lokalizalt NADPH
oxidaz (Mittler és mitsai.,, 2004.), és az irodalomban szamos utalast talaltunk arra
mtsai., 2002.; She és mtsai., 2004; He és mitsai., 2005.) megnéztiik, hogy az enzim gatlasa
miképpen befolydsolja a sejtek altali ROS produkciét és ez hogyan hat a NO
jodoniumot (DPI) hasznaltunk. Irodalombol ismert, hogy a difenilén jodonium hatdsa, mely
kovalensen tud ko6tddni a flavin tartalmt NADPH-ox1daz reakcidcentrumahoz nem specifikus
(O Donell és mtsai., 1993.). Kimutattak, hogy a DPI gatolhatja az éllati szervezetekben a NO
egyik forrasaként szolgaldé enzimet, a nitrogén oxid szintdzt (NOS) is, azonban jelenlegi
tudomasunk szerint ndvényekben az allati NOS-sal homoldég enzimet ezidedig nem
azonositottak. Megallapitottuk, hogy a 10° M SA kezelés, illetve a sostressz oxidativ
robbanast okozva tartésan és nagymértékben megemelte mind a ROS, mind pedig a NO
intracellularis szintjét és ezzel egyidOben tartdosan csokkentette a sejtek életképességeét.
Ugyanakkor a 10° M SA, illetve a 100 mM-os sokitettség NO és ROS tartalmat noveld és
¢letképességet csokkentd hatdsa javithaté volt a PM lokalizalt NADPH oxidaz gatlasan
keresztiil. DPI hat4sara csokkent a sejtek ROS és NO szintje és javult az életképessége. A SA
alacsonyabb koncentracioban csokkentette a sdindukalt ROS és NO akkumuléciot, aminek

eredményeképpen a SA eldkezelések hatasara sostressz alatt is a kontrollhoz hasonld maradt a
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protoplasztok vitalitasa. Mindez egyrészt 0sszefligg az irodalomban tapasztaltakkal, miszerint
a ROS és NO produkcié sok esetben fiigghet a masik molekula szdveti koncentracidjatol
(Delledonne ¢és mitsai., 1998.; Clarke ¢és mitsai., 2000.), masrészt aldtdmasztja az intakt
novényekkel végzett kisérleti eredményeinket. Az irodalomban szamos utalast taldlunk arra
vonatkozdan, hogy a ndvekedésszabalyozd anyagok indukalhatjak vagy a NO, vagy a ROS
keletkezését, és intakt ndvényekkel végzett kisérleteink soran bebizonyosodott, hogy egyes
stresszfolyamatokban a novekedésszabalyozd anyagok koncentraciojanak valtozasa
hozzajarulhat az akklimatizacio, vagy éppen a sejthalal kialakulasdhoz. Ezért a tovabbiakban
megnéztiikk, hogy az egyes novekedésszabalyozd anyagok, miképpen befolyasoljak a sejtek

altali ROS és NO produkcidt és mindez hogyan hat a protoplasztok életképességére. Az

crer

crer

ellentétben Papadakis és mtsai. (2005.) azt tapasztaltdk, hogy a poliaminok gatoltadk a
NADPH oxidaz mikodését, ezaltal pedig csokkentették a ROS szintjét dohany névények
mikroszoma frakciojadban. Masok azt is kimutattdk, hogy a Spd és a Spm gyors NO
akkumulaciét indukalhat névényi szovetekben (Yamasaki és mtsai., 2006.; Gaupels és mtsai.,
2008.). A poliaminoknak fontos szerepiik van a kiilonb6z6 abiotikus stresszorokkal, igy pl. a
sostresszel szemben kialakuld akklimatizacioban. Lebontasukat aminoxidazok végzik. Az
apoplasztikus flavoprotein PAO a Spd ¢és a Spm oxidalasat végzi, mely folyamat
eredményeképpen H,0O; keletkezik. Moschou és mtsai. (2008.) azt tapasztaltak, hogy dohany
novényekben, ahol az apoplasztikus PAO overexpresszalt, sostressz alatt ndvekedett a H,0,
koncentracidja, ami hozzajarult a PCD kialakulasdhoz. Ugyanakkor PAOQO aktivitast az
apoplaszton kiviil mas sejtkompartmentumban, nevezetesen gyokérsejtek peroxiszomajaban is
kimutattak (Kamada-Nbushada és mtsai., 2008.) Kisérleti rendszeriinkben a Spd és a Spm
novelte a ROS és NO szintet és szignifikdnsan csokkentette az életképességet, ami a hosszl
szénlancl poliaminok oxidéaciojara utalhat. Mindebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a PAO
paradicsomban is lokalizalodhat belsé sejtkompartmentumokban, igy pl. a peroxiszomaban,

ami ily moédon hozzdjarulhat a ROS keletkezéséhez. A Put szintén novelte a NO

crer

crer

novények levelében, mig a Spd €s a Spm tartalmat gyokérben emelték meg. A mezofillum

protoplasztok ebbdl a szempontbol a levél reakcidjat modellezik.
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Az ABS szintén indukalhatja a H,0O, keletkezését a NADPH oxiddz aktivalasan
keresztiil (Desikan és mtsai., 2004.) és fokozhatja a NO szintézisét is (Garcia-Mata ¢€s
Lamattina, 2002.). Az etilén, mint ndvényi hormon fontos szerepet jatszik a ndvények
védekezési folyamataiban, ugyanakkor koncentraciotol fiiggéen részt vehet a PCD
kialakitdsaban is. Az etilén kozvetleniil, vagy kozvetve szintén befolydsolhatja a szovetek
H,0,, illetve NO produkcigjat. De Jong és mtsai. (2002.) kimutattak, hogy az etilén kdzvetlen
prekurzora, az ACC novelte a HyO, akkumulacidt és csokkentette a sejtek életképességét
paradicsom sejtszuszpenzioban. Yordanova és mtsai. (2010.) azt tapasztaltak, hogy az etilén
kozremiik6dott a NO-dal a mastoparan altal indukalt sejthalal kialakitasaban zdld algaban: az
etilén stimulalta a NO produkciot és fordiva, a NO is indukalta az etilén szintézisét. Az
irodalommal megegyez6 mddon azt tapasztaltuk, hogy mind az ABS, mind az ACC novelte a
protoplasztok ROS és NO produkciojat, azonban a a NADPH oxidaz gatloszere csokkentette
mindkét jelmolekula intracellularis szintjét. Yesbergenova és mtsai. (2005.) kimutattdk, hogy
az ABS koncentraciotol fiiggden novelheti a HyO,-t produkalé aldehid oxidaz (AO) és a Oy” -
t generald xantin dehidrogenaz aktivitasat, ami ezaltal hozzédjarulhat a citoplazmikus 0ssz
ROS szint ndvekedéséhez. Masfeldl az ABS novelheti a ROS-kiolté enzimek, tigy mint a
KAT, az APX, valamint a GR aktivitasat, illetve expresszidjat, hozzajarulva a ROS tartalom
csOkkenéséhez a sejtek citoplazmajaban (Zhang és mtsai., 2006.). Megallapitottuk, hogy bar
az ABS atmenetileg novelte a protoplasztok ROS és NO szintjét, és csokkentette a sejtek
életképességét hosszu tavon kisebb mértékiit ROS produkcidt eredményezett és javitotta az
¢letképességet. Ezzel szemben az etilén bioszintézisben szerepet jatsz6 ACC tartdsan és
mindez pedig az ¢életképesség tartos és jelentds mértékli csokkenéséhez vezetett.

Kisérleti eredményeink alapjan dsszességében megallapitottuk, hogy a SA magasabb
koncentracioban csokkenti a fotoszintézis hatékonysagat és oxidativ robbandst okoz, ami a
ROS ¢és NO szintjének egyiittes €s nagymértékii novelésén keresztiil a gyokérrendszer
dezorganizacidjadhoz vezet. Ugyanakkor a SA alacsony koncentracioban (10'7 M és 10* M
SA), hosszu tavon alkalmazva javitja a fotoszintézis hatékonysagat sostressz alatt, azonban az
ozmotikus adaptacié kialakitasihoz sziikséges cukor akkumulacio csak a 10 M-0s SA
elokezelés esetében figyelhetd meg gyokérben, amely koncentraci6 ily moddon
eredményesebben hozzajarulhat a sostresszel szembeni sikeres akklimatizacio6 kialakuldsahoz.
A 10™* M SA el8kezelés jelentdsen csokkenti gyokérben a sdindukalt etilénprodukciot is. A
gyokér akklimatizacioja tehat rendkiviil fontos a sostresszhez vald alkalmazkodas folyamén.

Soéstressz hatasara fokozodik a HyO, produkceio levélben, az eldkezelések azonban csokkentik
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a levelek H,0, tartalmat a sokezelt kontrollhoz képest. Onmagaban a 10* M SA az elékezelés
ideje alatt noveli a gyokerek apikalis zonajanak ROS produkcidjat, azonban sostressz alatt a
sokezelt kontrollhoz képest kisebb ROS szintet eredményez. A gydkércsiicsban a 10 M SA
hatasara a kontrollhoz képest megmaradd kismértékiti ROS fokozodas, az NO szint
emelkedése nélkiil, lehetové teszi az oxidativ stresszhez valo sikeres alkalmazkodast. Tehat a
SA éltal indukalt edzettségi allapot (eustressz) kialakitdsaban a NO dnmagaban nem jatszik

szerepet, viszont a ROS igen, a kettd egylitt pedig sejthalal kivaltasdhoz vezet.
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7. Osszefoglalas

Kutatasom célja a jelen értekezésben kozolt kisérletek elvégzésével az volt, hogy
megallapitsam, milyen biokémiai és fizioldgiai folyamatok huzdédnak a széles koncentracid
intervallumban alkalmazott SA el6kezelések hatterében a ,,priming” alatt, valamint mi vezet a
10 M-os hossztavi SA elBkezelés sostresszel szembeni rezisztenciajanak fokozasahoz,

illetve az ennél magasabb koncentraciok esetében a ndvényi szovetek elhaldsdhoz.

A témaval kapcsolatban a kdvetkezd eredmények sziilettek:

1. A SA elokezelés hatasai a ,,priming” alatt paradicsom néovényben

1.1 A fotoszintetikus aktivitds szerepe az SA dltal indukadlt kémiai edzésben
Néhany fontos stresszmarker segitségével bebizonyitottuk, hogy a 10° M SA elékezelt
novények fizioldgiai paraméterei mar az eldkezelés kezdetén rosszabb értéket
mutatnak a kontroll novényekénél. Csokkent a sztomakonduktancia, ami altal
gatlodott a CO; fixacid hatékonysaga. Csokkent az dsszcukor mennyisége gyokérben,
mely kompatibilis ozmotikum hianyaban a gyokér vizfelvevo képessége csokkenhet és
ozmotikus stressz torténhet. Az SA alacsonyabb koncentraciéinal (10 M és 107 M
SA) azonban nem alakult ki kiilonbség a fotoszintetikus pigmenttartalmakban, illetve a
fotoszintézis primer fotokémiai folyamataiban (F\/Fm, @psi, 0o, NPQ) sem a kontroll
novényekhez képest. Bar az SA alacsonyabb koncentracioi szintén csokkentették
atmenetileg a novények sztomakonduktanciajat, a 3 hetes eldkezelés végére a 107 M-
os, illetve a 10% M-os SA-val elBkezelt és a kontroll novények mar
sztomakonduktancidjukban sem kiilonboztek egymastol. A 10% M SA mar a
»priming” ideje alatt megemelte az ozmotikus adaptacio kialakitdsa szempontjabol
fontos Osszcukor mennyiségét gyokérben, ami a hatékony fotoszintézis mellett

hozzajarult az ozmotikus adaptécio kialakitasahoz.

1.2 Az etilén szerepe az akklimatizacioban
A magasabb koncentraciok koziil a 10° M SA mar az elékezelés kezdetén extrém
mértékben fokozta az etilénprodukciot a novények gyodkerében, ami a 102 M SA
esetén gatlasba ment at. A jelentds etilénprodukcié fokozodas hozzajarult a 10 M-os
SA-val kezelt ndvények gydkérszoveteinek elhalaséhoz, a 102 M-os SA kezelés
esetében azonban a PCD kivaltasa az etilénszint emelkedésétdl fiiggetleniil tortént. Az

alacsonyabb koncentraciok, kiilonosen a 10 M SA, kismértéki emelkedést okoztak
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az etilénszintézisben, hosszl tdvon azonban nem eredményeztek valtozast a ndvények
levelének ¢és gyokerének etilénprodukcidjdban a kontroll novényekéhez képest, a
novény adaptaldédott a valtozasokhoz. Az etilénszintézis kismértékli és atmeneti

novekedése sziikséges feltétele lehet a késobbi akklimatizacio kialakuldsanak.

1.3 4 poliaminok akkumulacidja az elokezelés alatt
A SA magasabb koncentraciéi koziil a 10° M és a 102 M SA kiilénbéz6 médon
fejtette ki hatasat a novekedésszabalyozé anyagok szintézisére. A 102 M SA mintegy
egyiddben jelent6sen mérsékelte az etilén szintézisét a novények levelében.
Megallapitottuk, hogy a poliaminok akkumulacidja a gyors szoveti dezorganizaciot
eredményezd 102 M-os SA elékezelések esetén is megtorténik. A 10° M-0s SA
nagymértékben és tartosan fokozta az etilénprodukcidt, mellyel parhuzamosan jelentds
Megallapitottuk, hogy a 10° M SA elékezelés a poliaminok és az etilén
bioszintézisének egylittes indukalasan, és az ennek eredményeképpen keletkezd
fokozhatja az oxidativ stresszt, ami a gyokérszovetek elhalasahoz vezethet. Ezzel

szemben az SA alacsonyabb koncentracidi kozil a 10* M SA az etilénszintézis

crer
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novényekre jellemzé spektrumot alakitott ki.

1.4 ROS, vagy NO, esetleg mindketto
Megéllapitottuk, hogy a SA magasabb koncentracioi (10'3 M és 102 M SA) mar az
eldkezelés kezdetén csokkentettek a O, produkciot, ugyanakkor jelentds mértékben
fokoztak a SOD ¢és csokkentettek a KAT aktivitasat, ami levélben nagymértéki és
tartés HO,, gydkérben pedig ROS akkumulacidhoz vezetett. Mindkét magas
koncentracioban alkalmazott kezelés a ROS szintek fokozéasaval egyiddben jelentds
mértéklt NO akkumuléciot okozott az apikalis gyokérszovetekben. A NO és a ROS
szintek egyiittes €s jelentds mértékii megemelkedése pedig az apikalis gyokérsejtek
vitalitasdnak csokkenéséhez, végiill pedig sejthaldlhoz vezetett. Hosszi tdvon
gyokérben nem emelkedett meg 10 M-nal a SOD aktivitas, de ehhez a KAT aktivitas

jelentds gatldsa is tarsult, ami hozzdjarulhatott a gyokércsucsok emelkedett ROS
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szintjéhez. A NO produkciéban azonban a kontroll és a 10* M SA-val eldkezelt
novények az edzOdés végére nem kiilonboztek egymdstol. A ROS mérsékelt
megemelkedése Onmagaban nem csokkentette a gyokérsejtek életképességét, éppen
ellenkezbleg, ndvelte a novény antioxidans kapacitasat, ami altal hozzajarult a védelmi

mechanizmusok aktivalédasahoz.

2. A SA elokezelés soéstresszel szembeni akklimatizaciét fokozoé biokémiai
mechanizmusai paradicsom néovényben

2.1 A fotoszintetikus aktivitas valtozasa SA elokezelt paradicsom novényekben sostressz
alatt
A soéstressz erbteljes sztomazarodast okozott, melynek eredményeképpen csokkent a
CO, fixaci6 hatékonysaga, a klorofill a, a klorofill b, a karotinoidok és az antocianin
mennyisége és gatlodtak a fotoszintézis primer fotokémiai folyamatai (®pgsy, qP).
Ezzel szemben sostressz alatt mindkét SA elékezelés, de kiillondsen a 10™* M-os SA
hatasara a novények sztémakonduktancidja a sokezelt kontrollhoz képest nagyobb
volt, ami ily médon hatékonyabb CO, fixaciot eredményezett. 10 M SA el6kezelés
hatasara novekedett a maximalis CO; asszimilacio mértéke (Amax), Valamint a
karboxilacio hatékonysaga (CE), mely a CO; fixacio hatékonysaganak fokozasahoz
vezetett. A SA el6kezelés mindkét koncentracional, de kiilondsen 10 M-nal novelte a
fotoszintetikus pigmentek mennyiségét és javitotta a fotoszintézis primer fotokémiai
folyamatait (®psy, qP) is a sokezelt kontrollhoz képest. A 107 M-os SA a sokezelt
kontroll novényekhez hasonloan nem valtoztatta gyokérben az Osszcukortartalmat, a
10" M-os SA elékezelés azonban ezzel szemben ndvelte azt, ami a hatékony
fotoszintézis mellett hozzdjarult a sikeres akklimatizacié szempontjabol fontos

ozmotikus adaptacio kialakitdsdhoz.

2.2 Az etilénprodukcio valtozasa az SA elokezelt novényekben sostressz alatt
Sostressz hatasara fokozodott az etilén szintézise a novények levelében, azonban az
SA el6kezelések, kiilondsen a 10 M-os mérsékelték azt 100 mM-os sokitettség alatt.
Gyokérben az SA el6kezelések koziil a 10" M-os SA 6nmagaban is mérsékelte az
elékezelés végére az etilénprodukciot, ami sostressz alatt ezen SA eldkezelés esetében
tovabbi csOkkenést mutatott. Megallapitottuk, hogy a 10* M-os SA el8kezelés az
etilénprodukcié mérséklésével sostressz alatt hozzajarult a sikeres akklimatizacio

kialakulasdhoz.
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2.3 A4 ROS és NO produkcio szerepe a sostressz akklimatizacioban
A sostressz fokozta a SOD és mérsékelte a KAT aktivitasat, novelve a H,0,
jelentdsen fokozddott a NO produkcio is gyokérben, a ROS és NO nagymértékii
akkumulacidja pedig az apikalis gyokérsejtek életképességének csokkenéséhez
vezetett. A sostressz az SA elokezelt levelekben is fokozta a SOD aktivitasat,
gyokérben azonban a KAT aktivitdsanak novelésével hozzajarult a s6 indukalta ROS
hatékony eliminalasdhoz. Soéstressz alatt a SA eldkezelt névények gyokerében
csokkent a NO produkcid is a sokezelt kontrollhoz képest, amin keresztiil pedig javult

az apikalis gyokérsejtek ¢letképessége.

3. A NO és ROS kozotti interakcidk tisztiazasa paradicsom ndévények levelébol
izolalt protoplasztok, mint modellrendszer segitségével: gyors hatas
Protoplasztokon végzett kisérleteink soran megallapitottuk, hogy a 10° M SA kezelés,
illetve a sostressz oxidativ robbanast okozva tartésan ¢és nagymértékben megemelte
mind a ROS, mind pedig a NO intracellularis szintjét, ami a sejtek életképességének
jelentés mértékii csokkenéséhez vezetett. Ugyanakkor a 10° M SA, illetve a 100 mM-
os sokitettség NO és ROS tartalmat noveld és életképességet csokkentd hatasa
javithaté volt a PM lokalizalt NADPH oxidaz gatlasan keresztiil. DPI hataséara
csokkent a sejtek ROS és NO szintje és javult az életképessége. A SA alacsonyabb
koncentracioban csokkentette a soindukalt ROS és NO akkumulaciot, aminek
eredményeképpen a SA eldkezelések hatasara sostressz alatt is a kontrollhoz hasonlo
maradt a protoplasztok életképessége. Mivel intakt novényekkel végzett kisérleteink
soran bebizonyosodott, hogy egyes stresszfolyamatokban a ndvekedésszabalyozo
sejthalal  kialakuldsahoz, a tovabbiakban megnéztik, hogy a kiilonbozd
novekedésszabalyozo anyagok hogyan befolyasoljak a sejtek altali ROS és NO
produkciét és mindez hogyan hat a protoplasztok ¢életképességére. Kisérleti
rendszerlinkben a Spd és a Spm ndvelte a ROS és NO szintet és szignifikdnsan
csokkentette az ¢életképességet, ami utalhat arra, hogy a hossza szénlanct poliaminokat
oxidalo, HyO,-t generald poliamin oxidaz a paradicsomban is lokalizaloédhat a belsé

sejtkompartumokban, igy pl. a peroxiszomaban, ami protoplasztok esetén IS

crer
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de kisebb mértékben, mint a Spm, illetve a Spd és nem csokkentette a protoplasztok
¢letképességét sem. Ez dsszhangban van kordbbi kisérleti eredményeinkkel, miszerint
paradicsom novények levelében, mig a Spd ¢és a Spm tartalmat gyokérben emelték
meg. A mezofillum protoplasztok ebbdl a szempontbol a levél reakcidjat modellezik.

A sikeres akklimatizacid szempontjabol fontos ABS a putreszcinhez hasonléan
atmenetileg novelte a ROS-ok és a NO szintjét és csokkentette az életképességet,
hosszu tavon azonban kisebb mértéki ROS produkciot eredményezett és javitotta az
¢letképességet. Ezzel szemben az etilén bioszintézisében szerepet jatszo, sejthalal
kialakitasaban részt vevé ACC tartdosan és nagymértékben fokozta a protoplasztok

crer

csokkenéséhez vezetett.

Kisérleti eredményeink alapjan 0sszességében megallapitottuk, hogy a SA magasabb
koncentracioban csokkenti a fotoszintézis hatékonysagat és oxidativ robbanast okoz, ami a
ROS ¢és NO szintjének egyiittes és nagymértékli ndvelésén keresztiil a gyokérrendszer
dezorganizaciéjahoz vezet. Ugyanakkor a SA alacsonyabb koncentracioban (107 M és 10 M
SA) hosszi tavon alkalmazva javitja a fotoszintézis hatékonysagat sostressz alatt. A 10* M
SA hosszu tavon alkalmazva mar a ,,priming” alatt az 6sszcukor mennyiségének novelésével
gyokérben hozzdjarul az ozmotikus adaptacidé kialakitdsdhoz, mérsékli a novények
etilénprodukcidjat és a halofita ndvényekre jellemzd poliamin spektrumot alakit ki, ami 100
MM -os sokitettség mellett hozzajarul a sikeres akklimatizacié kialakulasahoz.

Onmagaban a 10 M SA az elékezelés ideje alatt noveli a gyokerek apikalis zonajanak
ROS produkcidjat, azonban sostressz alatt a sokezelt kontrollhoz képest kisebb ROS szintet
eredményez. A gydkércsicsban a 10* M SA hatisara a kontrollhoz képest megmarado
kismértékii ROS fokozodas, a NO szint emelkedése nélkiil, lehetové teszi az oxidativ
stresszhez valo sikeres alkalmazkodast. Tehat a SA altal indukalt edzettségi allapot (eustressz)
kialakitasaban a NO onmagaban nem jatszik szerepet, viszont a ROS igen, a kettd egyiitt

pedig sejthalal kivaltasdhoz vezet.
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8. Summary

Our aim was to investigate the changes in the biochemical and physiological
parameters of tomato plants treated with SA during pre-adaptation period. We were also
interested in how 10 M SA pre-treatment can induced tolerance to salt stress and how 107

and 102 M SA pre-treatment resulted in a decrease in the viability of the plants.

Our results can be summarized as follows:

1. Effect of SA pre-treatment on tomato plants during ,,priming”

1.1.Role of photosynthetic activity in the SA induced hardening process
SA applied at 10 M concentration decreased the stomatal conductance and resulted in
a reduction of photosynthetic activity. Total sugar content in roots treated with 10° M
SA was significantly reduced and in the absence of osmotically active carbohydrates
the water retaining capacity of tissues declined. Lower concentrations of SA did not
cause any difference in the contents of photosynthetic pigments, and in the primary
photochemical processes of photosynthesis (Fv/Fm, ®psi, gp) compared to the control
plants. Although lower concentrations of SA decreased stomatal conductance at the
beginning of pre-treatment, after 3-week-long pre-incubation stomatal conductance of
SA treated leaves did not differ significantly from those of control plants. Pre-
treatment with 10® M SA enhanced total sugar content of root tissues during the
»priming” suggesting that sugar accumulation contributed to the osmotic adaptation in

the root tissues of 10 M SA-treated plants.

1.2.Effect of ethylene in the acclimation

10 M SA caused considerable increase in ethylene production of tomato roots but the
ethylene synthesis was inhibited by 10? M SA. Significant enhancement in ethylene
production could lead to the death of root tissues at 10> M SA treatment. SA applied
at 102 M, triggered the cell death, but in this case the PCD did not depend on the
ethylene production. Lower concentrations of SA caused a moderate ethylene
production of the leaves, however, after three weeks 10* M SA did not result in
change of the ethylene production of root and shoot tissues compared to the control.
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1.3.Accumulation of polyamines during pre-treatment

Higher concentrations of SA (10° M and 10% M SA) affect the synthesis of growth-
regulating compounds differently. In 102 M SA treated plants putrescine (Put) content
was 5-fold greater and spermine (Spm) was 25-fold greater than in control plants. 10
M SA also diminished the ethylene production of leaf tissues. We can state that
accumulation of polyamines also occurred at 10 M SA treatment .

10 M SA significantly enhanced the ethylene production and the accumulation of Put
and Spd in root tissues. We can conclude that 10° M SA treatment induced the
biosynthesis of polyamines and ethylene and this could result in a fast and
considerable accumulation of reactive oxygen species causing oxidative stress. In
contrast with higher concentrations of SA, 10* M SA induced a transient increase in
ethylene production and enhanced the concentration of Put in the leaves and Spd and

Spm in the roots resulting a polyamine spectrum which characterizes halophytes.

1.4.ROS or NO, or both
It was demonstrated that higher concentrations of SA (10° M and 10 M) decreased
O, level and considerably increased the activity of SOD and inhibited the activity of
CAT resulting in high levels of H,0; in the leaves and the accumulation of ROS in the
roots. Both of 10 M and 10 M SA concentrations could induce significant increase
in NO production in the apical root tissues. Enhancement of ROS and NO production
of root apices caused a fast decrease in the cell viability. In root tissues 10 M SA did
not increase SOD and inhibited CAT activity and enhanced ROS production in root
apices. However, there were no differences in NO production between control and 10
M SA pre-treated plants during the hardening process. The small increases in ROS
accumulation in root apices did not decrease the viability, on the contrary, it increased

the antioxidant capacity of the plants and induced the defense mechanisms.

2. Improvement of salt stress acclimation by SA pre-treatment

2.1.Changes in photosynthetic activity in SA pre-treated plants during salt stress
Decrease in stomatal conductance was considerable after exposure to 100 mM NaCl in
tomato. Salt stress reduced the CO, assimilation rate, the contents of chlorophyll a,
chlorophyll b, carotenoids and anthocyanin of tissues. The primary photochemical
processes of photosynthesis (®pg)j, qp) of control plants also declined after exposure to

high salinity. In contrast with untreated plants, 107 and 10* M, increased stomatal
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conductance and photosynthetic activity during salt stress. 10* M SA pre-treatment
enhanced maximal CO; assimilation rate (Amax) and carboxylation efficiency (CE)
resulting in more efficient CO, fixation. Lower concentrations of SA, (e. g. 10* M)
increased the content of photosynthetic pigments and improved the primary
photochemical processes of photosynthesis (Ppsi, gp) compared to the salt stressed
control.

In control and 107 M SA pre-treated roots, total sugar content did not decline during
100 mM NaCl exposure, however, in the roots of 10* M SA pre-treated plants an
enhanced sugar content could be detected under high salinity. Increase in soluble
sugars of root under salt stress could contribute to the osmotic adaptation resulting

successful acclimation during salt stress condition.

2.2.Changes in ethylene production of SA pre-treated plants during salt stress
Salt stress enhanced the ethylene synthesis of the leaves, however SA pre-treatments,
mainly 10* M decreased the ethylene production during 100 mM NaCl exposure. In
root tissues, 10* M SA decreased the ethylene emanation after 3 weeks of pre-
treatment. During salt stress 10% M SA reduced further the ethylene synthesis

contributing to a successful acclimation.

2.3.Role of ROS and NO production in salt stress acclimation
Salt stress enhanced SOD and diminished CAT activity inducing a high level of H,0,
in the leaf tissues and the generation of ROS in root apices. Salt stress significantly
induced the production of NO in root tissues. A high amount of ROS (H,0,) and NO
considerably decreased the viability of root cells. SA pre-treatments also increased
SOD activity in leaves during 100 mM NaCl exposure, but increased CAT activity in
roots contributing to the elimination of salt stress inducing ROS (H,0,). During salt
stress the level of NO and ROS decreased in the roots of SA pre-treated plants

compared to the salt stressed controls improving the vitality of root cells.

3. Interaction between ROS and NO in mesophyll protoplasts
Both 10° M SA and 100 mM NaCl considerably increased the intracellular ROS and
NO levels of the protoplasts and caused oxidative damage. Viability of the protoplasts
decreased in response to 10° M SA treatment and salt stress, respectively, in parallel

with high intracellular production of NO and ROS, which were effectively blocked by
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DPI, an inhibitor of NADPH oxidase. Salt stress induced ROS and NO were prevented
in the presence of 107 M and 10* M SA and viability did not change significantly
compared to control protoplasts. In intact tomato plants we could demonstrate that
changes in the concentrations of different growth-regulating compounds can contribute
to successful acclimation or to cell death. To investigate the effect of these compounds
on ROS and NO production and cell viability we used protoplasts as a model system.
Spd and Spm enhanced the levels of ROS and NO and caused a significant decrease in
the viability of the cells. This suggests that polyamines may increase ROS production
not only in the apoplast, though the activity of apoplastic polyamine oxidase (PAO),
but also intracellularly. PAO may be localized in different compartments inside in the
cells, for example in peroxisome, and these compartments could contribute to the
generation of ROS. Put also increased the accumulation of NO, but it was smaller
compared to the effects of Spm and Spd and did not decrease the viability of
protoplasts. These results correspond with our earlier findings observed in plant
tissues. ABA is a very important stress hormone that controls the acclimation to high
salinity. ABA enhanced both ROS and NO levels and decreased the viability in 2.5
hours however, after 5 hours of incubation ABA reduced ROS production and
improved the cell viability. In contrast with ABA, ACC, the immediate precursor of
ethylene significantly increased the accumulation of ROS and NO causing a

significant decrease in the cell viability.

Summarizing the results, we can conclude that higher concentrations of SA could decrease the
efficiency of photosynthesis and cause oxidative damage. Both the levels of ROS and NO
considerably increased by 10 and 10% M SA and resulted in desorganization of the root
system. However 10 M SA could improve the efficiency of photosynthesis during salt stress.
10" M SA using in long term experiments, could increase total sugar content in the roots
contributing to the osmotic adaptation, could decrease the ethylene production and could
modify the polyamine spectrum during the”priming”. 10 M SA during the hardening process
could enhance the ROS production of root apices. However during salt stress decreased ROS
levels can be observed compared to the salt stressed control root tissues. In 10* M SA pre-
treated root apices ROS production could contribute to a successful acclimation to oxidative
stress, however NO was not involved in SA induced priming. At 10° and 102 M SA

application parallel accumulation of ROS and NO caused the death of cells.
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