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BEVEZETES

A programozott sejthalal (PCD) az éldlények kiillonbozd szervezettségi szintjein miikodo,
genetikailag determinalt, természetes folyamat, mely az embridgenezistol a szaporodason at
szamos alkalommal fontos eleme az egyedfejlddésnek. A PCD azonban nemcsak az ¢ldlények
fejlddésének, hanem a stresszhatasok elleni védekezési folyamatainak is integrans része. Az
allatokhoz hasonldéan a novényeknél is megkiilonboztethetink az egyedfejlodés soran
bekovetkezd (pl. levél morfogenezis, szeneszcencia) €s a kornyezet altal indukalt (pl.
patogéntamadas, hiperszenzitiv reakcid) sejthalalt. Noha a PCD sajatos fiziologiai, biokémiai
¢s morfoldgiai valtozasokkal jellemezhetd a kiillonbozd szervezddési szintli éldlényekben, a
novényeknél ez szamos esetben eltér az allati sejtekben lejatszodd folyamatoktol, amelyek
pontos mechanizmusa jelenleg az allati PCD-vel szemben még kevésbé ismert.

Az abiotikus stresszorok koziil a sostressz altal indukalt PCD-t mar sokoldaltan
vizsgaltak; ez a mezdégazdasagi termelést is gyakran limitdlo abiotikus stresszor ionikus-,
ozmotikus- és oxidativ stressz generalasaval indukalhatja a sejthalalt, amely autolitikus
jellegli. A biotikus stressz soran a patogének tamadasaval szemben lokalis és szisztematikus
védelmi reakciok aktivalodnak a ndvényekben, amiben a szalicilsavnak (SA) kulcsfontossaga
szerepe van. Az SA a biotrof patogénekkel szembeni védekezést jelentd, sokak altal a nem
autolitikus jellegi PCD korébe sorolt hiperszenzitiv reakcido (HR) jelatviteli komponense,
amely soran a fert6zott és a korilottiik 1évo sejtek az SA altal generalt oxidativ robbanas

kovetkeztében programozottan elhalnak. Ezzel szemben azonban a korabbi vizsgalataink
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CELKITUZESEK

Munkénk soran célul tiztiik ki, hogy megvizsgaljuk, milyen kiilonbségek figyelhetok meg a

sostressz akklimatizacidt javitd szubletdlis SA koncentracidoval torténd kezelés hatésa,

valamint a magasabb koncentraciok programozott sejthalalt indukaldé folyamatai kozott

paradicsom novényekben. Milyen biokémiai, fiziologiai és génexpresszios kiillonbségek

figyelhetok meg a még éppen toleralhatd ¢s a PCD-t indukald hatasi SA- és NaCl

koncentraciok hatasa kozott. Tovabba miben kiilonbozik a kétféle stresszor, az abiotikus

sOstressz €s a biotikus stresszben szerepet jatszo SA altal indukalt PCD mechanizmusa.

Kutatasaink soran a kovetkez6 kérdésekre keressiik a valaszt:

1.

Milyen koncentracioban indukal a NaCl és SA PCD-t paradicsom novényekben? Hol
hazodik az akklimatizacid és a sejthaldl hatara és ezt milyen fiziologiai folyamatok
hatarozzak meg?

Hogyan valtoznak a fotoszintetikus aktivitds és a klorofill a fluoreszcencia indukcids
paraméterek a kezeléseket kovetéen? Hozzdjarulhat-e a fotoszintézis valtozasa a PCD
indukcidjahoz az SA-kezelt és a sOstressznek kitett ndvényekben?

Mivel a fotoszintézis fontos szerepet jatszik az ozmotikus adaptacioban, gatlodasakor a
novények érzékenyebbé valnak a sostresszre is. A fotoszintetikus aktivitas egyik fontos
fixacidt. Milyen mechanizmusokon keresztiil hat az SA a sztomamiikodésre? Mik az
SA-indukalt sztomazarddasban a jelatviteli komponensek, kiilonos tekintettel a ROS
(H20,) és az NO szerepére?

Hogyan hat az SA egyedi zardsejtek fotoszintetikus aktivitasara (Fv/Fm, effektiv
kvantumhatékonysag, qP, NPQ, Rel. ETR)?

Milyen azonossagok illetve kiilonbségek figyelhetdk meg intakt ndovényekben az SA és
NaCl altal indukalt PCD folyamataiban, a sejtek ¢€letképességének valtozasaban, az
etilénprodukcidban, az ionhomeosztazisban, a H,0; és egyéb ROS formak, valamint az
NO  produkcidjdban?  Aktivalodnak-e ,,proapoptotikus”  cisztein  protedzok,
metakaszpazok, vakuolaris processzald enzimek, a jelatvitelben szerepldé MAPK és
mantiapoptotikus” (Bax Inhibitor-1, PR) gének a kiilonb6z6 kezelések hatasara?

Hogyan valtozik az SA- és NaCl kezelések hatdsara a sejthalal terminaciojaban szerepet
jatszo Osszes proteaz aktivitas, valamint zselatin-SDS-PAGE gélen torténd elvalasztas

utani aktivitasa?



7. Hogyan alakulnak a PCD-t indukalé jelatviteli tvonalak  paradicsom
sejtszuszpenzioban a kezelések hatasara? Mik a PCD indukciojanak kozos és eltérd
elemei a két stresszor esetén a paradicsom sejtszuszpenzioban? Milyen citomorfoldgiai
valtozasok torténnek az SA- €s a NaCl-indukalt PCD terminéciojakor?

8. Modellezhetdk-e a nem fotoszintetizdld osztdodd gyokércsucs PCD folyamatai

sejtszuszpenzidval?

ANYAGOK ES MODSZEREK

1. Intakt novényeken végzett kisérletek

e A ndvénynevelés ¢és a kisérletek elokészitése
Kisérleteinkhez Solanum lycopersicum Mill. L. cvar. Rio Fuego paradicsom novényeket
hasznaltunk fel, melyek vizkultraban, iiveghazi koriilmények kozott novekedtek. A
novények harom hetes korukban a 107-10% M SA és 100-250 mM NaCl kezelést a tapoldattal
kaptak, 6 ill. 24 6ran keresztiil. Az intakt novények vizsgalatakor a kdvetkezd modszereket
alkalmaztuk:

¢ A hidrogén-peroxid kvantitativ és kvalitativ meghatarozasa

e A szuperoxid gyokanion kvalitativ meghatarozasa

e A sztomakonduktancia mérése porométerrel

e A fotoszintetikus paraméterek meghatarozasa hordozhatdé fotoszintézis mérd
rendszerrel (Amax, klorofill a fluoreszcencia indukcids paraméterek)

o A fotoszintetikus pigmenttartalmak meghatarozasa spektrofotométerrel

e Az G6sszcukortartalom meghatérozéasa spektrofotométerrel

e Az etilénprodukcid meghatdrozasa gazkromatograf segitségével

o Az ¢letképesség, ROS- és NO produkcido meghatarozasa fluoreszcens festéssel

e Insilico madszerek: fehérje szekvenciak homologia fajanak elkészitése (Sol Genomics

Network, Clustalw, Dendroscope), primertervezés (NCBI, Primer3), gének
prométerelemzése (PlantCARE)

e RNS izolalas, DNaz kezelés, cDNS iras, qRT-PCR

e Az elemtartalom meghatdrozasa atomabszorpcids spektrométerrel

o A fehérjetartalom ¢€s proteazaktivitds meghatarozasa spektrofotométerrel és zselatin-
SDS-poliakrilamid-gélelektroforézissel (PAGE)

o Az  ¢letképesség  meghatarozasa  elektrolit  kieresztés  (EL) alapjan
konduktivitasmérdvel

e DNS fragmentalodas vizsgalata agar6z-gélelektroforézissel

2. Zarosejteken végzett kisérletek

e Az epidermisznyuzatok el6készitése és kezelése, mikroszkdpos vizsgalatok
A feliilrdl szamitott harmadik levélemeletrdl szdrmazo kifejlett, kezeletlen ndvények
leveleinek abaxidlis oldalar6l szarmazo epidermisz szovetet ,,nyitd pufferbe” helyeztiik. Az
epidermisznyuzatokat 3 oraig a névénynevelési koriilmények kozott inkubaltuk, amit 107-102
M SA-at tartalmazé oldatban tovabbi 3 orat kezeltiik. A zardsejtek vizsgalatakor a kovetkezo
modszereket alkalmaztuk:

o Az ¢letképesség, ROS- és NO produkcié meghatarozasa fluoreszcens festéssel
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e A zarésejtek klorofill a fluoreszcencia indukcids paramétereinek meghatarozasa
Microscopy-PAM késziilékkel
e A sztomazarddas jelatviteli komponenseinek vizsgalata

3. Sejtszuszpenzioval, mint modellrendszerrel végzett Kkisérletek
e Kalluszinditas paradicsom novénybdl
o Sejtszuszpenzio készitése kalluszbdl €s a kisérletek beallitasa.
A sejtszuszpenziok a 100-250 mM NaCl és a 107-10% M SA kezelést steril
koriilmények kozott a tapoldatban kaptak.
e A sejtszuszpenzio frisstomeg gyarapodasanak mérése
o Sejtszuszpenzi6 pH-janak és elemtartalmanak meghatarozasa atomabszorpcios
spektrométerrel
Sejtszuszpenzio €letképességének meghatarozasa ionkieresztés alapjan
Sejtszuszpenzio etilénprodukcidjanak meghatarozasa gazkromatograf segitségével
Az ¢életképesség, ROS- és NO produkcid meghatarozasa fluoreszcens festéssel
Nuklearis valtozasok detektalasa TUNEL modszerrel
Sejtszuszpenzido DNS fragmentalodasanak vizsgalata gélelektroforézissel
A sejthaldl indukcid jelatviteli komponenseinek vizsgélata

A statisztikai elemzésekhez a varianciaanalizist kovetden a Duncan-féle- és a Student-féle t-

tesztet hasznaltuk fel.

EREDMENYEK

Munkank soran megvizsgaltuk, milyen kiilonbségek figyelhetdk meg a sdstressz

akklimatizaciot javito szubletalis 107 és 10* M SA koncentracioval torténé kezelés hatasa,

valamint a magasabb, 10 és 10? M-os SA koncentraciok programozott sejthalalt indukalo
folyamatai kozott paradicsom ndvényekben. Megvizsgaltuk a biokémiai, fiziologiai és
génexpresszios kiilonbségeket a paradicsom altal toleralhato 100 mM-os és a PCD-t kivalto

250 mM-os NaCl és az emlitett SA hatdsai kozott. Munkéank sordn az alabbi fobb eredmények

sziilettek:

1. A szupraoptimalis NaCl és SA koncentraciok megemelik a paradicsom ndovényekben a
levelek és gyokerek H;O, tartalmat a kezeléseket kovetd 6, ill. 24 oraban. Ezzel
parhuzamosan a 250 mM NaCl- és 103107 M SA-kezelt novények szoveteinek
¢letképessége szignifikansan csokken. 24 oras 107 M SA kezelés hatasara a gyokér sejtek
DNS-¢ fragmentalédik. Ezzel szemben a 100 mM NaCl és 10 M SA kezelések bar
oxidativ stresszt generalnak, a novények ¢életképességét nem befolyasoljak, és

akklimatizacios folyamatokat indukalnak.



2. A szupraoptimalis NaCl ¢és SA koncentraciok hatasara, a fotoszintetikus

elektrontranszport gatlasa révén szignifikansan megemelkedik a levelek H,O, tartalma a
fényben, ami fokozza a sejtek halalat. A sztomakon keresztiili CO, diffiizié limitalasa is
meghatarozza a fotoszintetikus hatékonysagot. A 100 és 250 mM NaCl és a
10°-10% M SA kezelések hatasara szignifikansan csokken a sztomakonduktancia 6 6ran
beliil. Ezzel parhuzamosan csokken a levelekben a fényintenzitds ¢és a kiilsé CO;
koncentraci6 fiiggvényében felvett maximalis CO; fixacid (Amax), az A/C; és fénygorbék
(A/PPFD) linearis szakaszanak meredeksége, a karboxilacios hatékonysag (CE) illetve a
fotoszintetikus kvantumhasznositas (Q), a klorofill a fluoreszcencia indukcios
paraméterek koziil a maximalis- (Fv/Fm) ¢és effektiv kvantumhasznositas (Yield) és a
relativ elektron transzport sebessége (Rel. ETR). Azok a novények, melyekben tartésan és
szignifikansan csokken az SA kezelések hatasara a fotoszintetikus hatékonysag, késébb
elpusztulnak. Ezt az Osszefiiggést elsoként kozoltik a szalicilsav fotoszintetikus
aktivitasra gyakorolt hatasanak vonatkozéasaban.

Mivel az SA kezelés hormonalis valtozésokat pl. a sztomak zarodasat eldidézo
abszcizinsav akkumulaciot idéz eld a levelekben, megvizsgaltuk az SA direkt hatasat a
sztbmamozgasra epidermisz nydzatokon is, amit mdsodlagos hirvivéként a zardsejtek
ROS és NO szintjeinek megvaltozasa kozvetit. Az abaxialis epidermisz nytizatokon a 10
és 10° M SA hatésara sztomazarodas volt megfigyelhetd, azonban a levelekben mértekkel
ellentétben a 10 M SA hatsara a sztomak kinyiltak. Azoknal a koncentracioknal, ahol a
sztomak zardédtak magas ROS ¢és NO produkciot mértiik, ami gatolhaté volt
aszkorbinsavval, katalazzal és difenilén-jodonium kloriddal a ROS, és a cPTIO-val, az
NO produkcio gatloszereivel, illetve specifikus kioltdival. Ezzel szemben atmeneti,
kismértékii ROS névekedés és a kontrollnal alacsonyabb NO szint figyelheté meg a 10™
M SA kezelés hatasara a zarosejtekben. Ez az els6 olyan adat az irodalomban, ami azt
bizonyitja, hogy az SA kezelés kozvetleniil sztomanyitodast is okozhat, és az egylitt jar a
sztomazarddasban kozismert szerepet jatszo6 ROS ¢és NO akkumuléacidjanak
csokkenésével.

Az SA a koncentraciotol fiiggden gatolja a zardsejtek fotoszintézisét. A magas SA
koncentraciok hatdsara a zarosejtek maximalis és effektiv kvantumhasznositisa, valamint
a fotokémiai kioltds paramétere csokkent. 10" M SA jelenlétében a zarosejtek
kloroplasztiszai magasabb Rel. ETR értéket mutattak, mint 102 M SA esetén, ami a
10 M-os koncentracional az Fv/Fm csokkenésével egyiitt a fotoszintézis irreverzibilis

gatlodasanak szerepét erdsiti meg a sztomak zarasaban. Megallapitottuk, hogy az alacsony
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¢s magas (letalis) SA koncentraciok altal kivaltott sztomazarodas mechanizmusa eltér. Az
utdbbiban a zardsejt fotoszintézisének gatlasa is jelentds szerepet jatszik.

. Aletalis 10°-107 M SA és 250 mM NaCl kezelések csokkentették a gydkerek etilén (ET)
emissziojat. Mig a szubletalis 100 mM NacCl serkentette, a szubletalis SA koncentraciok
nem valtoztattdk meg az ET produkcidt a gydkerekben. A szupraoptimalis NaCl és SA
koncentraciok nemcsak a levelek H,O, tartalmat emelik meg, hanem erdteljes ROS és NO
produkciét generdlnak a gyokércsucsokban is a kezeléseket kovetd 6. ordban, ami
hozzajarul a gyokércsucs szovetei €letképességének csokkenéséhez.

antiapoptikus gének expresszidja. Az ,,antiapoptotikus” Bax Inhibitor-1-et kodolo SIBI1
gén expresszios szintje a 102 M SA és 250 mM NaCl kezelés hatésara lecsokkent a
gyokérben, mig a levélben megndtt. Mivel a kezelések elsédleges tAmadaspontja a gyokér,
a BI-1 expresszidjanak hidnya fontos szerepet jatszhat a PCD indukciojaban.

Ezzel parhuzamosan a PCD indukci6 jelatvitelében szerepet jatszo MAPK-ok koziil az
SIMAP3K & expresszidja a letalis 103-102 M SA- és a NaCl-kezelt novények levelében
nem valtozott szignifikansan. Az SIMAP3K«a azonban részt vehet megfelelden alacsony
H,0, koncentraciokndl az oxidativ stressz elleni védekezési géneket aktivalo jelatviteli
folyamatok szabalyozasaban is, amely feltételezhetd a 100 mM-os NaCl esetén. A PCD
NaCl és SA kezelések hatdsara megemelkedett a papain-szerl cisztein proteazok koziil a

SICYP1 és a metakaszpazok koziil a SIMCAL expresszioja a levélben. A letalis 102 M SA

crer

crer

kezelések hatasara mind a levelek, mind a gyokerek fehérjetartalma szignifikdnsan
lecsokkent a kontrollhoz képest. A protedz aktivitds és annak valtozasa is a levelekben
azonban joval kisebb. Ezzel parhuzamosan megnd a cisztein protedzok aktivitisa a
gyokerekben mig a levelekben nem mutathato ki valtozas ebben az idépontban a zselatin-
SDS-PAGE segitségével a kezelések hatasara. Megallapithatd, hogy a PCD indukcidja
soran a folyamat kulcs génjeinek expresszigjat kdvetden a terminacios szakaszban fehérje
szinten is dontd valtozasok torténnek és aktivalodik tobbek kozott egy 180 kDa és egy 47

kDa molsulyu cisztein protedz a gyokérben. A génexpresszioban megfigyelt valtozasok és



10.

11.

a proteolitikus valtozas 1d6- és térbeli eltérése arra utal, hogy a protedzok aktivalédasat
fehérje szinten is tobb tényezd befolyasolja.

A proteazaktivitdssal parhuzamosan az ionhomeosztazisban is jelentds valtozasok
torténnek az alkalmazott SA- és NaCl kezelések hatdsara indukalodott PCD terminécios
lecsokkent a gyokerek és levelek kalium tartalma a kontrollhoz képest. Ezzel szemben a
10" M SA-kezelt ndvények levelében és gydkerében szignifikansan nétt a kalium
tartalom, ami eldsegitheti a novények akklimatizaciojat.

A letalis, 250 mM NaCl és 10° M SA hatdsénak Osszehasonlitdsat és a PCD
indukciojanak mechanizmusat paradicsom sejtszuszpenziodban is megvizsgaltuk. Mindkét
kezelés ROS és NO produkcidt indukalt az id6 fiiggvényében, mar a kezelést kovetd 30.
percben. A két PCD jelatvitel kozott a legmarkansabb kiilonbség, hogy a 250 mM NaCl
kezelés hatdsara megnd az ET produkcié. Az ET bioszintézis prekurzoranak, az 1-
aminociklopropan-1-karbonsav (ACC) exogén alkalmazasakor megnovekedett ET fokozta
a ROS produkcidt és a sostressz-indukalta PCD-t, ezzel ellentétben az ACC nem volt
hatéassal az elpusztult sejtek szdzalékos értékére az SA jelenlétében. A sostressz-indukalta
ET produkcié blokkolhaté volt az eziist-tioszulfattal (STS), az etilénreceptor
gatloszerével, ami csokkentette a ROS produkciot a sostressz alatt és novelte a sejtek
¢letképességét. Ezzel szemben az STS az SA jelenlétében fokozta a ROS produkciot és
novelte a sejthalalt. Mindkét stresszor hatasara bekovetkezd PCD mértékét csokkentette a
kalcium kelator EGTA, a kalmodulin inhibitor W-7, a MAPK kaszkad blokkolo PD98059,
a cisztein protedz blokkolo E-64 és a ROS kioltok alkalmazasa, ami citoplazmatikus
szabad kalcium és a MAP kindz kaszkad jelatviteli szerepére is utal. Eredményeink
alapjan az is megallapithat6, hogy az intracelluldris K™ koncentracié és a K'/Na" arany
csokkenése mind a NaCl- és mind az SA-indukalta PCD része.

Az intakt gyokerek ET produkcidja eltér a sejtszuszpenzidoban mért ET produkcio
tendenciaitol. A letdlis SA koncentraciok (10'3 és 1072 M) a hatoras inkubdcio utan a
gyokerek ET produkciodjat szignifikansan csokkentették, a sejtszuszpenzidban azonban a
10° M-os SA kezelés hatisara nem tapasztalhatunk csokkenést. Intakt ndvények
gyokerében a letalis, 250 mM NaCl koncentraci6 szintén erdteljes ET szint csokkenést
okozott, mig sejtszuszpenzidban ugyanez a soOkoncentracid erdteljesen aktivalta az ET
szintézist. Mivel az ET a sostressz altal indukalt PCD egyik legfontosabb medidtora,
megallapithatjuk, hogy a sejtszuszpenzid klorofill nélkiili, osztodo sejtjei a paradicsom

esetében nem modellezik a gyokérmerisztémat.
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