A Kitozan és a flagellin22 altal indukalt lokalis és
szisztemikus védekezési valaszok etilén-, fény-, valamint

napszakfiiggésének vizsgalata paradicsom novényekben

Doktori (Ph.D.) értekezés

Czékus Zalan

Témavezetok:
Dr. Poor Péter

egyetemi docens

Dr. Ordog Attila

egyetemi adjunktus

Biologia Doktori Iskola

Novénybiologiai Tanszek

SZTETTIK




Tartalomjegyzék

TartalomMJEEYZEK .......viiieiiiiiiiiie s 2
ROVIAIESEK JEZYZEKE ...t 6
L BEVEZETES ..ot 9
2. Irodalmi AHEKINTES ......veiiiiiiiiieiiee e 10
2.1. A biotikus stressz NOVENYEKDEN........cveiiiiiiiiiiiiic e 10
2.1.1. A novények védekezése patogéntdmadas SOTaAN.........cccvevvivveiiiiiiiiee e, 10
2.1.2. Lokalis védelmi 1eakCiOK .........ccovruiiiiiiiiiciiiieie s 12
2.1.3. Szisztemikus védelmi reakCiok ...........ccoviiiiiiiiiiiii 17
2.2. A fény szerepe a novények védekezési folyamataiban..........ccccooveviiiiiiiencninnne, 21
2.2.1. Fotoreceptorok a nOvVENYEKDEN ...........ceviiiiiiiiiiiiiicsece e 21
2.2.2. A fény és a fotoszintézis szerepe a korokozokkal szembeni védekezési valaszok
SZADALYOZASADAN ...t 24
2.2.3. Cirkadian regulacio a novényi védekezésben ...........ccovvvvriiiiiiiniiiiciies 27
230 AZ CHICI ... 30
2.3.1. Az etilén bioszintézise €s jelatvitele a ndvényekben ..........ccccovviiiiiiiiinnnnn 30
2.3.2. Az etilén fényregulacioja a ndvenyekben ... 32
2.3.3. Az etilén szerepe a ndvényi védekezési valaszokban ..o, 34
24, A KIEOZAN ..ot 38
2.4.1. A kitin és a kitozan altalanos jellemzai €s jelatvitele.........coocovviviniiiiiiiiiinnnn, 38
2.4.2. A kitozan altal indukalt védekezési valaszok novényekben ............cccevvrrnen. 40
2.4.3. Az etilén szerepe a kitozan altal indukalt védekezési valaszok szabalyozasaban
...................................................................................................................................... 42
2.5 A TIAQRITIN e e 43
2.5.1. A flagellin altalanos jellemz6i €s Jelatvitele ........coovvvrieriieiiiiiiireseeeeee 43
2.5.2. A flg22 altal indukalt védekezési valaszok ndvényekben............ccocevviiiinnnn, 44
2.5.3. Az etilén szerepe a flg22 altal indukalt védekezési valaszokban....................... 46
3. CRIKITAZESEK ... 48
4. Anyagok €s MOASZEIEK ........cueiiiiiiiiiiiici 50
4.1. Novénynevelési KOriImeEnyek..........ccovviiiiiiiiiiiii e 50
4.2. Az alkalmazott KeZel€SeK...........ooiviriiiiiiiie e 50
4.2.1. L Kis€rleti €lrendezes. ......c.oovviiiiiiiiiiiiie e 51
4.2.2. 11 kis€rlets €Irend@zZES ........ccoveiiiiieiiiicee e 52



4.2.3. 11 KISETLEth €IrENAEZES .vvvvvniiiieiiiiieiie ettt e e et e et s s e e e e e e eaab e e eeesesessnes 52

4.2.4. IV. kisérleti elrendezes.........ccocvviiiiiiiiiiiiii s 53
4.3. Zarosejteken végzett KiSErletek. ... .o 54
4.3.1. Epidermisz-ny0zatok KESZItESE ........coveiveriiriiriiiiiiiieie e 54
4.3.2. A sztomaapertira VIZSZAlata...........cccoriiiiiiiiiiiiie e 54
4.3.3. A zarosejtek ROS és NO produkcidjanak meghatarozasa ...........ccocevveiiiiennnn, 54
4.3.4. A zarosejtek klorofill fluoreszcencia indukcids paramétereinek meghatarozasa
...................................................................................................................................... 55
4.4, Intakt leveleken végzett KiSerletek. ..o 55
4.4.1. A szuperoxid gyOkanion produkcidé meghatdrozasa............ccccocvveiiiiiiiiiieniinennn, 55
4.4.2. A H202 produkcid meghatdroZasa.........cuevveeiieeiiiiiiieiie e 56
4.4.3. A NO akkumulaciojanak meghatarozasa ...........cccovvviiiiiiiiiiiniicce s 56
4.4.4. Az intakt levelek klorofill fluoreszcencia indukcids paramétereinek
MEZNATATOZASA ...ttt e nn e re e 56
4.4.5. A sztomakonduktancia és a CO2 asszimilacié meghatdrozasa............cccccovennen. 57
4.4.6. Az ET produkcid meghataroZasa ..........ccceevvvreeiieiiiiiineeesee e 57
4.4.7. A SA- és a JA tartalom meghataroZasa..........cccoovevveieiiieiiniec e 57
4.4.8. RNS izolalas, DNaz kezelés, cDNS irds, qRT-PCR .........cccccoviiiiiiiiiiic e, 58
4.4.9. A fehérjetartalom meghatarozasa..........ccevveiiieriiiiie i 60
4.4.10. A novényi kitindz aktivitds meghatdrozasa...........cccvvvveiiiiiiiiiniiicicses 60
4.4.11. Western blot analizZis ........cceereeiiiiiiiiiieiieeeese e 61
4.4.12. Statisztikai aNaAlIZIS ......cveeeiiiiiiiie i 61
S BredmENYEK ... e 62
5.1. A CHT-indukalta lokalis és szisztemikus védekezési valaszok fény-, valamint
napszakfiiggésének vizsgalata paradicsom novényekben..........cccccevvviiiiiiiiieniieene, 62

5.1.1. A sztdbmaapertura méretének valtozasa a kiilonboz6 napszakokban alkalmazott
CHT kezeléseket KOVEIORN.......cuuiiviiiieieiciic e 62

5.1.2. A zéaro6sejtek ROS-, valamint NO produkciojanak valtozasa a kiillonb6z6
napszakokban alkalmazott CHT kezeléseket KOVELORN .......ccvvvveieerieiieiieieeie e, 64

5.1.3. A zarosejtek fotoszintetikus aktivitasanak valtozésa a kiilonb6z6 napszakokban
alkalmazott CHT kezeléseket KOVELOON ........c.cevviveiiiiiiiiii e 66

5.1.4. A mezofillum sejtek fotoszintetikus aktivitasanak valtozasa a kiilonb6z6
napszakokban alkalmazott CHT kezel€seket KOvetOen .........ccccevvveviiieiniiniiiie i, 69

5.1.5. A f6bb védekezési hormonvalasz gének expresszidjanak valtozasa a kiillonb6zo
napszakokban alkalmazott CHT kezeléseket kovetden ..........cccovvviiiiiiiiiiiiciiiicnn, 72

5.2. A fény és az ET szerepének vizsgalata a CHT-indukalta lokalis és szisztemikus
védekezési valaszok szabalyozasaban ... 75



5.2.1. A CHT sztomazarddasra gyakorolt hatasainak fény- és ET-fliggése................. 75
5.2.2. A ROS produkcio fény- és ET-fliggo valtozasa a CHT kezeléseket kdvetden.. 76
5.2.3. A NO termelddésének fény- és ET-fiiggd valtozasa a CHT kezeléseket kovetden

...................................................................................................................................... 77
5.2.4. Az ET jelatvitel és a fény szerepe a CHT-indukalta ET produkcidban ............. 77
5.2.5. Az ET jelatvitel és a fény szerepe a CHT hatasara indukal6do ET bioszintézis
0Enek EXPreSSZIOTADAN .......ccviiiiiiiciiii e 78
5.2.6. A CHT kitinaz enzimek expresszidjara €s aktivitdsara gyakorolt hatdsanak fény-
€8 BT UZEESC ..ttt 79
5.2.7. A CHT altal indukalt UPR fény-, valamint ET-flggése ..........cocovvririinininnnnnn. 81
5.3. A flg22 éaltal indukalt gyors napszakfiiggd lokalis és szisztemikus védekezési
valaszok ET-altali regulacidja intakt paradicsom novényekben............cccocvvvvrveiininennnns 83
5.3.1. A flg22-indukalta ROS produkcio napszak- és ET-flggése ......coovvvvrvvnvninnne 83
5.3.2. A flg22-indukalta NO produkci6 napszak- ¢S ET-fliggése ........covvrvriinvnennnnn 84
5.3.3. Az ET, JA ¢és SA flg22 altal indukalt, lokalis és szisztemikus akkumulacidjanak
valtozésa kiilonb6z6 napszakokban és annak ET-fliggeése.........cocevvviriiiiiiiiiniiennnnnne 85
5.3.4. Az SIERF1, SIDEF és SIPR1 expressziojanak ET- és napszakfliggd valtozasa,
1822 KeZeIESt KOVELORI ... ettt 87
5.3.5. A flg22 sztdbmazarddasra gyakorolt hatdsanak ET- és napszakfiiggése............. 89
5.4. A fotoszintetikus aktivitas szerepe a flg22 altal indukalt, napszak-, valamint ET-
fliggd lokalis és szisztemikus védekezési folyamatokban ...........cccovcveiiiiiiiiiiiiiiiinenn, 90
5.4.1. A mezofillum sejtek fotoszintetikus aktivitasanak ET-fiiggd valtozasa a
kiilonb6z6 napszakokban alkalmazott flg22 kezeléseket kovetden .........c.cocovevvvrnnnne. 90
5.4.2. A zéarésejtek fotoszintetikus aktivitdsanak ET-fliggd valtozésa a kiillonb6zd
napszakokban alkalmazott f1g22 kezeléseket KOVEtOEN .......ccvvvveveeriviieiieieee e, 92
5.4.3. A zéarésejtek ROS-, valamint NO produkcidjanak ET-fliggd valtozéasa a
kiilonb6z6 napszakokban alkalmazott flg22 kezeléseket kovetden .........c.cocovevvrrnnnne. 94
5.4.4. A sztdbmakonduktancia és a CO2 asszimilacio ET-fliggd valtozésa a kiilonbozd
napszakokban alkalmazott flg22 kezeléseket kovetden..........cccoocvevviiiiiiiiiiiienineene, 95
6. Eredmeények €rteKelESe ........vviiiiiiiiii i 97

6.1. A CHT altal indukalt lokalis és szisztemikus védelmi valaszok fény- €s
NAPSZAKTUZEESE ...t 97

6.2. A CHT altal indukalt gyors lokalis és szisztemikus védelmi valaszok fény- és ET
Altall TEZUIACIOA. ... 103

6.3. Az ET szerepe a flg22 altal indukalt fény- és napszakfiiggd, gyors lokalis és
szisztemikus védekezési valaszoKban...........cccoviveiiiieiiiiii e 109

6.4. A flg22 altal indukalt, hossztavl lokalis €s szisztemikus védelmi valaszok napszak-

€S ET-TUZEESE ...vivviiiiiiiii e 116
7. OSSZEFOZIALAS ...ttt bbb 121



B SUIMIMIAIY ...ttt ettt b e ek bt e bb e e e kb e e s bb e e e abe e e enbe e e enbeeennneeennes 124

9. TrodaAlOMIEZYZEK ....vvieiiiiiiiit st 127
1O, MEIEKIGLEK ... 150
11, PUDIKACIOS TIStA...c.viiiiiiiiiieiicei e s 151
11.1. Referalt folydiratokban megjelent kozlemények ............ocovviiiiiiiiiiiiciicnnnn, 151
11.2. Referalt folydiratokban megjelent absztraktok .............ccooeviiiiiiiiiiiiciic 152
11.3. KONYVICIEZELEK ...vviiviiiiiiiie it 152
11.4. Konferencia el8adasok..........ccocuiiiiiiiiiiiiiiiii s 153
11.5. POSZEEIEK ... 155
11.6. Ismeretterjesztd folyOiratCikkek .........ocoiiviiiiiiiiiiici e 156
12. KOSZONCINYIIVANIEAS ......voiiiiiiiciicie et 157
13, NYHIAEKOZAL ...t 158



AA
ABA
ACC

ACO
ACS
APX
AS

Avr
AzZA
BAK1
BIK1
BiP
BSA
CAT
CCAl1
CDPK/CPK
CERK1
CHI
CHT
CSOS/COSs
CTOS
CRY
DAF-FM DA
DEF
EF
EIN2
ER
ERF1
ERQC
ET

ETI
ETR1
Flg22
FLS2
FT
Fv/Fm

G3P

GLU
H.DCFDA
HPLC

HR
HRP
ICS1
ISR

Roviditések jegyzéke

Natrium-acetat puffer (Acetic Acid, sodium salt buffer)
Abszcizinsav (Abscisic Acid)
1-Aminociklopropan-1-karbonsav (1-AminoCyclopropane-1-
Carboxylic acid)

ACC-oxidaz

ACC-szintaz

Aszkorbat-peroxidaz

Aminosav

Avirulencia

Azelainsav (Azelaic Acid)

BRI1-Associated receptor Kinase 1

Botrytis-Induced protein Kinase 1

Endoplazmatikus retikulum chaperon, Binding Protein

Borjt szérum albumin (Bovine Serum Albumin)

Katalaz (Catalase)

Circadian Clock-Associated 1 gén

Kalcium-fiiggd protein kinaz (Calcium-Dependent Protein Kinase)
Kitin elicitor receptor kinaz 1 (Chitin Elicitor Receptor Kinase 1)
Kitinaz (Chitinase)

Kitozan (Chitosan)

CHT oligoszacharid

Kitin oligoszacharid

Kriptokrém (Cryptochrome)
4-Amino-5-metilamino-2’,7’-difluoro-fluoreszcein diacetat
Defenzin

Elongacios faktor

ET-inszenzitiv 2 (Ethylene Insensitive 2), ET receptor
Endoplazmatikus retikulum

ET-valasz faktor 1 (Ethylene Response Factor 1)

ER Quality Control

Etilén

Effektor-indukalta immunitas (Effector-Triggered Immunity)
ET-valasz 1 (Ethylene Response 1), ET receptor

Flagellin 22 aminosavas epitop

Flagellin-érzékel6 receptor 2 (Flagellin Sensing 2)

Friss tomeg

A masodik fotokémiai rendszer maximalis kvantumhatasfoka
sOtétadaptaciot kdvetden

Glicerin-3-foszfat

B-1,3-gliikkanaz

2, 7’-dikloro-fluoreszcein-diacetat

Nagynyomasu folyadékkromatografia (High Pressure Liquid
Chromatography)

Hiperszenzitiv valasz (Hypersensitive Response)
Torma-peroxidaz (Horseradish Peroxidase)
Izokorizmat-szintaz 1 (Isochorismate Synthase 1)

Indukalt szisztemikus rezisztencia (Induced Systemic Resistance)



JA Jazmonsav (Jasmonic Acid)

LAR Lokalis szerzett rezisztencia (Local Acquired Resistance)

LHY Late-Elongated Hypocotyl gén

LOV Fény-oxigén-fesziiltség-érzékeny domén (Light-Oxygen-Voltage-
sensitive domain)

LRR Leucin-gazdag ismétlddés (Leucin Rich Repeat)

LYK1 Lizin motivumot tartalmazé receptor-szerti kindz 1 (LysM-
containing receptor-like Kinase 1)

LysM Lizin motivum

MAMP Mikroba-kapcsolt molekularis mintazat (Microbe-Associated
Molecular Pattern)

MAPK Mitogén-aktivalt protein kinaz (Mitogen-Activated Protein Kinase)

MeSA Metil-szalicilsav (Methyl-Salicylic Acid)

MTA 5’-metiladenozin

NAG N-acetil-D-gliik6zamin

NB-LRR Nukleotid-koté LRR-gazdag receptor

NHP N-hidroxi-pipekolinsav

NO Nitrogén-monoxid

NPQ A fényindukalt energia disszipéacio kvantumhatasfoka a masodik
fotokémiai rendszerben (Non-Photochemical Quenching)

Nr Never ripe (ET receptor) paradicsom mutans

OANI Orto-anizinsav

OST1 Open Stomata 1 kinaz

PAL Fenilalanin-ammonia-liaz (Phenylalanine Ammonia Lyase)

PAMP Patogén-kapcsolt molekularis mintazat (Pathogen-Associated
Molecular Pattern)

PCD Programozott sejthalal (Programmed Cell Death)

Pfr Tavoli vords fényt abszorbeald fitokrom forma

p-HBA Para-hidroxi-benzoesav (P-HidroxyBenzoic Acid)

PHOT Fototropin (Phototropin)

PHY Fitokrém (Phytochrome)

PIF Fitokrém interakcids faktor (Phytochrome-Interacting Factor)

Pip Pipekolinsav

PM Plazmamembran

p-NP-(GIcNAc)n p-nitrofenil N-acetil-B-D-gliik6zamidin

POD Gvajakol-peroxidaz (Peroxidase)

Pr Voros fényt abszorbedlo fitokrom forma

PR Patogenezishez kapcsolddo (Pathogenesis-Related) gén/fehérje

PRR Mintézatfelismerd receptor (Pattern Recognition Receptor)

PRR5/7/9 Pseudo-Response Regulator 5/7/9 gén

PsbS Misodik fotokémiai rendszer S alegység (PSII Subunit S)

PSI/NI I/11-es fotokémiai rendszer (Photosystem I/11)

Pst Pseudomonas syringae pv. tomato

PTI PAMP-indukalta immunitas (PAMP-Triggered Immunity)

gP Fotokémiai kioltési egyiitthatd

gRT-PCR Kvantitativ valds idejii polimeraz lancreakcié (Quantitative Real-
Time Polymerase Chain Reaction)

R Rezisztencia gén

Rboh NADPH-oxidaz (Respiratory burst oxidase homolog)



RLCK

RLK
ROS
RT
SA
SABP2
SAM
SAR
SE
SLAC1
SOD
T3SS
TCA
TCV
TF
™V
TOC1
UPLC

UPR
UVR
VT

Dpsii

Receptor-szert citoplazmatikus kinaz (Receptor-Like Cytoplasmic
Kinase)

Receptor-szerti kinaz (Receptor-Like Kinase)

Reaktiv oxigénformak (Reactive Oxygen Species)

Reverz transzkriptaz

Szalicilsav (Salicylic Acid)

SA-ko6t6 protein 2 (Salicylic Acid-Binding Protein 2)
S-adenozil-L-metionin

Szisztemikus szerzett rezisztencia (Systemic Acquired Resistance)
Standard hiba (Standard Error)

Slow Anion Channel-associated 1 anioncsatorna
Szuperoxid-dizmutaz

3-as tipust szekrécids rendszer (Type-3 Secretion System)
Triklorecetsav (Trichloroacetic Acid)

Tarlorépa gondorddés virus (Turnip Crinkle Virus)
Transzkripcios faktor

Dohény mozaik virus (Tobacco Mosaic Virus)

Timing Of CAB Expression 1 gén

Ultra nagyhatékonysagi folyadékkromatografia (Ultra Performance
Liquid Chromatography)

Unfolded Protein Response

UV receptor

Vad tipus

A masodik fotokémiai rendszer effektiv kvantumhatasfoka
fényadaptaciot kdvetden



1. Bevezetés

A novények novekedését és fejlodését az abiotikus tényezOkkel szembeni tolerancia
mellett sziikségszerien meghatarozza a kiilonb6z0 patogénekkel szembeni védekezés
hatékonysadga, mely a mezdgazdasidgi novénytermesztés szempontjabol is kiemelt
jelentéségli. Ezen okbdl kifolydlag, napjainkban a ndvénybiologiai kutatasok jelentds
hanyada iranyul a ndvénypatogén korokozokkal szembeni ellendlloképesség fokozasara.
Laboratoriumi  koriilmények kozott az egyik legelterjedtebben hasznalt, novényi
védekezési valaszok indukcidjara képes elicitor molekuldk a gomba sejtfal eredetii kitozéan
(CHT), valamint a bakterialis ostor felépitésében részt vevd flagellin 22 aminosavas
epitopja (flg22). A ndvény-patogén interakciok kimenetelét ugyanakkor alapvetéen
meghatarozzak a kiils6 kornyezeti koriilmények, mint a fény jelenléte vagy hidnya,
éppugy, mint a napszak vagy a novények endogén cirkadian oraja. Azonban annak
ellenére, hogy a fény egyarant befolydsolja a fotoszintézis hatékonysagat, a reaktiv
oxigénformak (ROS) és reaktiv nitrogénformak termelddését, valamint a ndvényi
stresszhormonok metabolizmusat, a biotikus stresszvalaszok fényfiiggésének pontos
mechanizmusa még nagyrészt ismeretlen. Az egyik legfontosabb, ndévényi védekezésben
szerepet jatszo hormon a gaz halmazallapotu etilén (ET), ugyanakkor a biotikus stresssz
informaciok a szakirodalomban gyakran ellentmondéasosak €s hidnyosak. Habar altalaban
az adott kornyezeti tényez6 valtozasa a novény egészét érinti, gyakran annak csak egy
lokalizalt része érzékeli ezt, mely kiilondsen érvényes a patogénfertdzésekre. Az infekcid
helyén képzddd, hosszutavi szignalizacioban részt vevo jelatvivé molekuldk ugyanakkor
lehetdvé tehetik a gyors akklimatizaciot, valamint a szisztemikus rezisztencia kialakulasat,
illetve ET-fliggése szintén napjaink stresszbiologiai kutatasainak az egyik legujabb
teriilete.

Munkank sordn célul tiiztiikk ki a CHT és flg22 altal okozott gyorsan és lassan
indukalodo védekezési valaszok napszak-, illetve fényfiiggésének feltarasat, mely az
irodalmi adatok alapjan még nem ismert. A lokalis rezisztencia mellett az egész novényre
kiterjedd, szisztemikus valaszokat az intakt paradicsom novények disztalis leveleinek
vizsgélatdval hataroztuk meg. Az ET kiilonboz6 elicitorok altal indukalt fény- és
napszakfiiggd lokalis és szisztemikus védelmi valaszokban betdltott szerepét tisztazva

kisérleteinket ET receptor mutans (Never ripe) paradicsom novényeken is elvégeztiik.



2. Irodalmi attekintés

2.1. A biotikus stressz néovényekben

2.1.1. A novények védekezése patogéntamadas soran

A novények szamara, szesszilis €életmodjukbdl adodoan nélkiilozhetetlen a dinamikusan
valtoz6 abiotikus kornyezeti tényezok, valamint a kiillonb6zd patogének tdmadasainak
mihamarabbi érzékelése a hatékony védekezési valaszok generdldsa céljabol, ezaltal
biztositva az akklimatiziciojukat és tulélésiiket (Zandalinas és mtsai. 2019). Ennek
érdekében a ndvényi ,,immunitds” a mikrobidlis homeosztdzis folyamatos monitorozasara
specializalddott, mely szorosan kapcsolodik az abiotikus stressz érzékeléséhez (Saijo és
Loo, 2020). A novények elsddleges, passziv védelmi rendszere olyan fizikai gatakat foglal
magaban, mint az epidermiszt borité kutikula és viasz, vagy a trichomak jelenléte, emellett
azonban specialis kémiai vegytileteket (pl.: szaponinok) is szekretdlnak a patogéntdmadas
megakadalyozasa érdekében (Taiz és Zeiger, 2006; Bednarek és Osbourn, 2009). Abban az
esetben azonban, ha a mikrobdk attorik ezeket a fizikai gatakat, a korokozok
felismerésének kifinomult mechanizmusai aktivalodnak a ndvényekben (Bigeard €s mtsai.
2015).

A novény-patogén kolcsonhatasok leirdsara a legaltalanosabban elfogadott
elképzelés a Jones és Dangl-féle (2006) cikcakk modell, mely a ndvényi immunitas
elsddleges és masodlagos védelmi vonalait kiilonbozteti meg. A novények a patogéneket
kiilonb6zd, evolucidsan konzervalt molekuldris mintdzatok felismerése utjan érzékelik,
a sejtfelszinen lokalizalodé mintazatfelismerd receptorok (PRR) segitségével (Jones és
Dangl, 2006). llyen PRR-ek a leucin-gazdag ismétlddéseket (LRR) tartalmazo receptor-
szerli kindzok (RLK), mint az FLS2 (Flagellin Sensing 2) és az EFR, melyek a bakterialis
flagellin (flg22 epitop), illetve az elongacios faktor (EF)-Tu (elf18/elf26 epitdp)
felismeréséért feleldsek, valamint a lizin motivumot (LysM) tartalmazd RLK kitin elicitor
receptor kindz (CERK1), mely a gomba eredetli kitin oligomereket detektalja (Couto ¢és
Zipfel, 2016). A hagyomanyos, patogén-kapcsolt molekularis mintazat (PAMP) helyett ma
mar eldnyben részesitik a mikroba-kapcsolt molekularis mintazat (MAMP) kifejezés
hasznalatat, mivel a legtobb mikroba patogenitasatol fiiggetleniil rendelkezik azon specialis
struktarakkal, melyek elicitorokként funkcionalhatnak (Bittel és Robatzek, 2007; Boller és
Felix, 2009). A MAMP-ok érzékelését kdvetden, ko-receptorok kapcsoldodasa révén olyan
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komplexek alakulnak ki, melyek eldsegitik a receptor-szerii citoplazmatikus kinazok
(RLCK) levalasat, ezaltal aktivdlva a PRR-eket (Saijo és Loo, 2020). A ligandumok
receptorhoz kotédése emellett Ca®* bearamlast indukal a citoplazmaba, mely fontos
jelatviteli szerepet tolt be, valamint aktivalja a Ca?*-kapcsolt citoplazmatikus protein
kindzokat (CDPK/CPK) (Saijo és Loo, 2020). Mindezek egyiittes eredményeként alakul ki
egy alapszinti védelmi allapot, a novények elsddleges védelmi vonalat jelent6 PAMP-
indukalta immunitas (PTI) (Igbal és mtsai. 2021).

A mikrobialis fitnesz fokozasa érdekében a patogének ugyanakkor olyan specialis,
fajra jellemz6 effektor molekulakat (virulencia faktorokat) termelhetnek, melyek a PTI
soran kialakult rezisztenciat legy6zve lehet6vé teszik a korokozok tovabbi terjedését
(Thomma ¢és mtsai. 2011). Baktériumok esetében az egyik legnagyobb jelentdséggel
rendelkezd effektor molekuldk a koronatin, valamint a Ill-as tipust szekrécids rendszer
(T3SS), melyen keresztiil nagyszamt virulencidt fokozo effektor juthat a gazdaszervezetbe
(Toruno és mtsai. 2016). A gombak elsddleges virulenciafaktoraiként a mikotoxinok
(pl.: fumonizinek) funkcionalnak (Blacutt és mtsai. 2018). Ezen effektorok érzékelésére
azonban a ndvényekben olyan specialis, nukleotidk6té motivumokat tartalmazé LRR
receptorok (NB-LRR) alakultak ki, melyek aktivalodasukat kdvetden hatékonyan képesek
tovabbi immunvalaszok kivaltdsara, melyek egyiittesét Osszefoglaldan effektor-indukalta
immunitasnak (ETI) nevezziik (Dodds és Rathjen, 2010). Az effektor proteinek (régebbi
elnevezésiik szerint avirulencia fehérjék, Avr) felismeréséért felelds NB-LRR receptorokat
specialis betegség rezisztencia (R) gének kodoljak (Jones és Dangl, 2006; Thomma és
mtsai. 2011).

Az ETI a PTI-hez képest gyorsabban aktivalodo, tartosabban fennalld, gyakran a
fertdzés helyén kialakuld hiperszenzitiv valasszal (HR) kisért folyamat, melynek soran az
infekcios pontot koriilvevd sejtek programozott sejthaldllal (PCD) elpusztulnak,
megakadalyozva a patogének tovabbi terjedését az egészséges szovetek felé (Caplan és
mtsai. 2008). A HR nem sziikségszerti, de gyakori kiséréje az ETI valasznak (Jones és
Dangl, 2006). A PTI és az ETI aktivalodasa is kivalthatja a lokalis rezisztenciat
(Thomma és mtsai. 2011). Az ETI szerepe ugyanakkor nem kizarolag a lokalis rezisztencia
biztositasara korlatozodik, mivel hosszatava transzportra képes szignalizaciés molekulak
generdlasa révén az egész novényre kiterjedd, szisztemikus szerzett rezisztencia (SAR)
kivaltasdhoz is hozzajarul (Fu és Dong, 2013). A természetes szelekcid eredményeként
azonban szamos patogén az ETI valaszok kivédésére is képes, igy egy folyamatos,

evolucios versenyfutas zajlik a novények ¢és korokozok kozt, melynek kimenetelét az ijabb
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védelmi stratégidk minél gyorsabb mozgdsithatdosdga mellett nagymértékben meghatarozza
a valtozo kornyezeti feltételekhez vald alkalmazkodoképesség is (Roden és Ingle, 2009;

Anderson ¢és mtsai. 2010; Thomma és mtsai. 2011).

2.1.2. Lokalis védelmi reakciok

A novények optimalis fejlodésének és reprodukciojanak biztositdsa érdekében
kulcsfontossagt, hogy a kiilonboz6é kornyezeti faktorokra, valamint a patogéntdmadasra
rovid idon beliil valaszoljanak (Klessig és mtsai. 2018; Fichman és Mittler, 2020).
Kollist és mtsai. (2019) a gyors ndvényi valaszokat olyan fizioldgiai, molekularis,
biokémiai vagy metabolikus reakciokként definidltdk, melyek minddssze perceken, vagy
akar masodperceken beliil aktivalodnak abiotikus vagy biotikus stressz esetén.

A citoszolikus Ca?* koncentracié ndvekedése biztositja az egyik legkorabbi szignalt
biotikus stressz soran, mely akar 30 masodpercen beliil indukalodik, majd 4-6 percen beliil
tet6zik, ezaltal pedig a névényi immunszignalizacios haldzatok egyik kdzponti elemeként
funkcional (Bigeard és mtsai. 2015; Aldon ¢és mtsai. 2018). A ndvényi sejtekben az
intracellularis Ca?* koncentracidban torténd valtozasok lokalis- és hosszatavi valaszokka
alakitdsaért specialis, Ca®" szenzor proteinek feleldsek, melyek koziil a legismertebb a
CDPK/CPK csaldd (Kudla és mtsai. 2010; Delormel és Boudsocq, 2019). Ehhez
hasonloan, perceken beliil aktivalodnak a mitogén-aktivalt protein kinaz (MAPK)
kaszkadok, amelyek foszforilacios valtozasok kozvetitésével transzkripcionalis
atprogramozast eszkozolhetnek a névényekben (Yu és mtsai. 2017).

A Diotikus stresszre adott gyors valaszreakcido az oxigén nem teljesen redukalt
szarmazekainak (reaktiv oxigénformak, ROS) akkumulacidja, melyek koziil a legtobbet
tanulményozott a szinglet oxigén (10y), a szuperoxid gydkanion (O"), a hidrogén-peroxid
(H202), valamint a hidroxilgyok (‘OH) (Camejo és mtsai. 2016). Az extenziv ROS
produkcio karosithatja a proteinek és a DNS strukturajat, valamint a membranlipidek
peroxidaciojat idézheti el6, ami végsé soron sejthalalhoz vezethet (Czarnocka és
Karpinski, 2018). A ROS molekulak szamos helyen keletkezhetnek a novényi sejtben,
patogénfert6zés esetén ez azonban elsdsorban a plazmamembranban (PM) lokalizalt
NADPH-oxiddz (Rboh), valamint a sejtfal-peroxiddzok (PRX33/34) aktivitdsanak
tulajdonithatd, melynek soran Oz~ akkumulaloédik a PM apoplasztikus oldalan, melybdl
annak dizmutacidja soran rovid idon beliil H2O2 képzddhet (Qi és mtsai. 2018a; Zhang és

mtsai. 2018). Ennek 6 oka, hogy a ndvény-mikroba kdlcsonhatasok legfontosabb szintere
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az apoplaszt, ahol a patogének invazidja az oxidativ robbands generaldsa révén fékezhetd
meg a leggyorsabban (Miller és mtsai. 2017). Miutdn egy sejtben fokozodik a ROS
produkcid, autokatalitikus médon 6nmaga, valamint a kérnyez6é sejtek ROS termelését is
fokozhatja, ezaltal ROS hullamot generalva (Suzuki és mtsai. 2013). A patogéntamadas
helyén indukal6dé HR fontos eleme a gyors oxidativ robbanas, melynek soran az infekcios
pontot koriilvevd sejtek PCD sordn elpusztulnak, megakadalyozva a biotrof patogének
fontos szerepet jatszik a sejtfal erdsitésében a kalloz depozicid fokozasaval, mely
Magnaporthe grisea fert6zés esetén paradicsomban mar az infekciot kovetd 24 oran beliil
megfigyelheté (Uma és Podile, 2015). Kimutattak azonban, hogy dohany névényben a
nekrotrof Botrytis cinerea altal indukalt kloroplasztikus ROS termelés nagymértékben
hozzéjérul a fertdzés sikerességéhez (Rossi és mtsai. 2017).

A ROS molekulak amellett, hogy a sejthalal folyamatanak kulcsfontossagt elemei,
masodlagos szignalként funkcionalva fontos szerepet jatszanak a koérokozokkal szembeni
rezisztencia kialakitasaban is, melynek soran, mint intracellularis kapcsolok, a sejtek
normal metabolizmusdhoz kapcsolédd folyamatok helyett a stresszel szembeni
akklimatizaciés és védekezési programokat aktivaljak (Gaupels és mtsai. 2017;
Turkan, 2018; Fichman és Mittler, 2020). A H20., mivel az egyik leghosszabb
féléletidovel és a legnagyobb migracios tavolsaggal rendelkezé ROS, kiilonosen fontos
szerepet jatszik a sejtek kozotti informacidatadasban (Mittler, 2017). A Ca?* és ROS
hullamok szoros interakciok ltal erdsitik egymast, mivel a Ca?" kotédését kdvetden a
CPKS5 foszforilalja, ezaltal pedig aktivalja a NADPH-oxidazt (Dubiella és mtsai. 2013).
A képzddott H202 a disztalis szovetekbe jutva segiti a patogénrezisztencia kialakulasat,
valamint még ismeretlen modon fokozza a Ca®" csatornak nyitodasat (Gilroy és mtsai.
2014; Vlot és mtsai. 2021).

A ROS mellett jol ismert, hogy a reaktiv nitrogénformak kéaros hatasaik mellett
szintén képesek szignalizdcidos funkcid betoltésére (Corpas ¢€és mtsai. 2007). Ezen
molekulak alatt els6sorban a nitrogén-monoxidot (NO), valamint annak oxidalt
szarmazékait értjiik, mint példaul a nitrogén-dioxid (NO2) vagy a dinitrogén-trioxid (N203)
(Hardy és mtsai. 2018). A NO O jelenlétében, azzal reakcidoba lépve peroxinitrit
(ONOO") képzddését eredményezheti, mely rovid idén belil NO. valamint ‘OH
molekuldkka alakulhat, mely utdbbi sulyos oxidativ kéarosodast eredményezhet a
membranlipidek peroxidacioja révén (Lamattina és mtsai. 2003). A NO hatasat azonban

elsdsorban kdzvetetten, szarmazékainak kiilonféle makromolekulakkal valé koélcsonhatasai
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soran, azok poszttranszlacios modositasai altal fejti ki, melyek egyarant befolyasolhatjak
az adott reakcidpartner aktivitdsat vagy funkcidjat a novényekben (Lindermayr és mtsai.
2005). llyen, reaktiv nitrogénformak altal kozvetitett folyamatok a cisztein tartalmu
fehérjék tiol csoportjainak S-nitrozilacioja, melynek soran S-nitrozotiolok képzddnek;
a fémion kofaktorokat tartalmazé metalloproteinek nitrozilacioja, mely fém-nitrozil-
komplexek képzddését eredményezi, valamint a fehérjék tirozin oldallancainak
irreverzibilis modifikacidja nitrotirozinna (Lindermayr, 2018). Mivel ez utobbi folyamat
elsésorban az ONOO" kézremiik6dése altal valosul meg, a tirozin nitracios szint az ONOO"
-produkcio egyik legfontosabb markerének tekintheté (Lindermayr, 2018). A redukalt
glutation (GSH), valamint a NO interakcioja soran, S-nitrozilacié révén S-nitrozoglutation
(GSNO) képzddik, mely a sejten beliili egyik legfontosabb NO rezervoarnak tekinthetd
(Corpas és mtsai. 2013). A novényi sejtekben NO a legnagyobb valdszinliséggel a nitrat-
reduktaz miikddése soran képzddik, mivel az allati rendszerekhez hasonld, NO-szintaz
(NOS)-szer(i enzimet maig kizardlag algakban azonositottak (Hussain és mtsai. 2022).
A NO amellett, hogy kozvetleniil gatolja a gombasporak csirazasat, exogén alkalmazasa
esetén fokozza a betegségrezisztencia kialakuldsat a novényekben (Lai és mtsai. 2014;
Yu és mtsai. 2020). Koncentracio-fliggdé modon, valamint a kiilonb6z6 kornyezeti
szignalok és a sejt redox allapotanak fiiggvényében egyarant eldsegitheti vagy gatolhatja a
PCD progresszidjat (Wang és mtsai. 2010). A HR soran szintén fontos szerepet jatszik,
valamint olyan szignalizacids folyamatokban vesz részt, melyek szdmos védekezésben
szerepet jatszo gén expresszidjat, valamint antimikrobidlis metabolitok (pl.: fitoalexinek)
termelédését  fokozzak, koncentracio-fiiggé modon (Mur ¢és mtsai. 2017,
Martinez-Medina €s mtsai. 2019).

A patogéntamadas helyérdl diffundalodo szignalok kozvetitésével, mar kdzvetlentil
a HR altal érintett teriilet kornyezetében kialakulhat a lokalis szerzett rezisztencia (LAR)
(Cordelier és mtsai. 2003). A LAR Iétrejotteben kulcsfontossagu a gyors sztomazarddas,
a védekezésben szerepet jatszo, patogenezishez kapcsolddd (PR) fehérjék akkumulacidja,
valamint a fenilpropanoid utvonalon keresztiil szintetizal6ddé enzimek termelddése
(Cordelier és mtsai. 2003).

Mivel a gombakkal ellentétben a baktériumok nem képesek kozvetleniil az
epidermiszbe hatolni, a sebzési feliileteken kiviil a zarésejtek altal formalt gazcserenyilas
szolgalhat szamukra potencidlis infekcios kapuként a fert6zésiik soran (Melotto és mtsai.
2006). Eppen ezért, patogéntamadas alkalméval az egyik legjelentsebb, perceken beliil

aktivalodo védelmi valasz a sztomazarddas, mely a novényi védekezés egyik elsddleges
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védelmi vonalat biztositja (Wang és Gou, 2021). Patogénfert6zés soran a NADPH-oxidaz
¢s sejtfal-peroxidazok altal termelt Oz~ a sztomazarodas egyik {6 kivaltoja, azonban a NO
is sziikséges hozza (Melotto és mtsai. 2006; Kadota és mtsai. 2014). Mivel mind az
abszcizinsav (ABA) jelatvitel, mind a patogéntamadas altal indukalt sztomazarodas szamos
szignalizacios komponense megegyezik (pl.: ABA receptor regulatorok, 2CA protein
foszfataz (PP2CA), OPEN STOMATA 1 (OST1) kinaz, ROS, NO, Ca?*, G protein o
alegység, SLOW ANION CHANNEL-ASSOCIATED 1 (SLAC1)- és K' csatornak),
az ABA fontos szerepet jatszhat a patogéntdmadas altal indukalt sztdbmavalaszokban is
(Melotto és mtsai. 2017).

A PR fehérjék a novények fontos fegyvereiként funkciondlnak a kiilonb6z6
patogéntamadasok soran. Habar funkcidjuk intenziven kutatott, tobbek kozt ismert, hogy
képesek toxinok vagy virulenciafaktorok hatastalanitdsara, valamint a sejtfal
megerdsitésével a tovabbi patogéntamadas megfékezésére, mitkddésiik molekuldris
mechanizmusa még nem teljesen feltart (Jiang és mtsai. 2015; Kushalappa és mtsai. 2016).
A durva felszini endoplazmatikus retikulumon (ER) keresztiil torténd szintézisiiket
kovetéen, a kis molekulatomegli PR fehérjék (5-75 kDa) szekretdlodnak, majd a
vaku6lumba vagy az apoplasztba keriilnek (Edreva, 2005). Normal koériilmények kozott kis
mennyiségben szintetizalodnak a ndvényi szovetekben, azonban patogénfertézés hatdsara
mind a lokalis, mind a szisztemikus expressziojuk szignifikansan fokozodik, hozzajarulva
a HR ¢s SAR kialakitasahoz (Navarova €s mtsai. 2012; Ali és mtsi. 2017; Jain és Khurana,
2018).

Biokémiai és molekularis sajatsagaik alapjan 17 csalddba sorolhatok a PR fehérjék
(Sels és mtsai. 2008). A PR-1 fehérjecsalad tagjai a legnagyobb mennyiségben termelt
fehérjék patogéntamadas soran, fertdzott dohanylevélben kimutattdk, hogy akar a teljes
fehérje mennyiség 2%-at is kitehetik (Alexander és mtsai. 1993). Valdsziniileg azonban
kiemelt jelentdségilk van a novényi fejlédési folyamatok és egyéb stresszvalaszok
feljegyzett PR-1 génkiiitéses (knockout) mutansokkal (Lincoln és mtsai. 2018). A legtobb
PR1 fehérje az apoplasztikus térben akkumulalodik, viszont a vakudlumban is
felhalmozodhatnak (Sessa és mtsai. 1995). A PR-1 expresszidja hosszu ideje a szalicilsav
(SA) altal szabalyozott SAR indukciojanak az egyik legaltalanosabban hasznalt markere,
mivel kifejez6dése mind a lokalis, fert6zott és a disztalis, szisztemikus levelekben
fokozodik patogéntamadast kovetéen (Breen ¢és mitsai. 2017). Megfigyelték, hogy

hatékonyan gatolja mind a nekrotroéf (Pyrenopora teris) és biotrof (Blumeria graminis)
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gomba-, bakterialis patogén-, valamint a dohany mozaik virus (TMV) fert6zést,
mikodésének molekularis mechanizmusa azonban még ismeretlen (Ali és mtsai. 2018;
Lincoln és mtsai. 2018; Shoaib és mtsai. 2020).

Ugyancsak a SA szignalizacids atvonalon keresztiil, biotréf patogéntamadas soran
fokozodik a PR-2 (savas [-gliikanaz), valamint a PR-5 (thaumatin-szeri fehérje)
expresszidja, lokalisan és szisztemikusan egyarant (Breen és mtsai. 2017; Ali és mtsai.
2018). Ezzel szemben a nekrotrof patogének a jazmonsav (JA) szignalizacids ttvonalon
keresztiil aktivalodo PR-3 (kitinaz), PR-4 (hevein-szeri proteaz), valamint PR-12
kialakulasaban (Ali és mtsai. 2018).

A szekrécios fehérjék negyedleges térszerkezetének megfeleld kialakitasa
(,,folding”) az ER-ban lezajl6dé folyamat, mely egyarant nélkiilozhetetlen azok iranyitott
transzportjahoz, valamint bioldgiai funkcidjuk betdltéséhez (Afrin és mtsai. 2020). Gyakori
jelenség azonban, hogy a védekezési valaszok kivitelezése soran a hirtelen, nagy
mennyiségben képzddd fehérjék negyedleges térszerkezetének preciz kialakitdsat az ER
folding kapacitdsa nem képes biztositani, melynek kovetkeztében ,,unfolded” vagy
,misfolded” proteinek akkumulalodnak az ER-ben, ER stresszt generalva (Bao és Howell,
2017). A hibas térszerkezetii fehérjék felhalmozddasa un. ,,unfolded protein véalaszt”
(UPR) valt ki, mely a foldingot eldsegitd, vagy a fehérjék eltavolitasat végzd fehérjék
2013). Az ,,unfolded” proteinek jelenlétét az ERQC (ER quality control) rendszer érzékeli,
melynek komponensei ezt kovetéen fokozottan expresszalodnak (pl.: chaperonok,
(N)-glikan modifikaciot segitd6 enzimek) (Iwata és Koizumi, 2012; Strasser, 2018;
Nagashima és mtsai. 2020). Az ER stressz érzékelése a novényekben két f6 utvonalon
keresztiil valosul meg, melyben ER membran-kotott fehérjék vesznek részt. Normal
Requiring Enzyme 1) fehérjével meggatolja annak dimerizacidjat, mely sziikséges
biologiai funkcidjanak betoltéséhez, mig a bZIP28/17 transzkripciods faktorokat (TF) az ER
membranhoz horgonyozva a BiP meggatolja azok Golgi-apparatusba torténd transzportjat,
mely szintén az UPR aktivacidjat eredményezné (Howell, 2021). ER stressz soran azonban
térszerkezetli fehérjék foldingjat, mely egyuttal az UPR szignalizaciés utvonalakat is
aktivalja (Singh ¢és mtsai. 2021). A BIiP az egyik legfontosabb chaperon, mely az

(N)-glikan-fuggetlen fehérjemodifikaciés utvonalban vesz részt, igy expresszidja
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jelentésen fokozodik az UPR soran (Wan és Jiang, 2016; Wang és mtsai. 2017a). A BiP
kiilonosen az etilén (ET) szerepe még nem tisztazott a folyamatban (Malerba és mtsai.

2010; Poor és mtsai. 2019a).

2.1.3. Szisztemikus védelmi reakciok

Mivel a névények nem rendelkeznek mobilis immunsejtekkel, a szisztemikus szignalok
kiemelten fontos szerepet jatszanak az egész szervezetre kiterjedd védekezési valaszok
kialakitasaban (Ausubel, 2005). Mind az ETI és PTI fokozza a SAR indukciojahoz
sziikséges hosszutaviu szignalizaciés molekuldk produkcidjat, mely laboratériumi
koriilmények kozott kivaltva altalaban 3-10 napig tartdé védelmet biztosit (Vlot és mtsai.
2009; Vlot és mtsai. 2021). A SAR megvalositasaban a lokalis fertdzés jellegétol
fliggetlen, arra nem specifikus komponensek vesznek részt (Fu és Dong, 2013). Az utdbbi
években szamos molekulat azonositottak, mint potencidlis hosszatavi szignalizacios
jelatvive, melyek mindossze néhany mdasodperc vagy perc alatt aktivalodnak biotikus
stressz soran. Ezek kozt, a ROS és reaktiv nitrogénformak mellett a legfontosabbak a
metil-szalicilsav (MeSA), azelainsav (AzA), pipekolinsav (Pip), N-hidroxi-Pip (NHP), ET,
JA, valamint a monoterpének (Shah és Zeier, 2013; Fichman ¢és Mittler, 2020; Gao és
mtsai. 2021).

A lokalis és szisztemikus vélaszok integraldsa génexpresszios valtozasokon
keresztiil torténik, melyek legfontosabb szabalyozoi a ROS és Ca?* hullamok (Kollist és
mtsai. 2019). A ROS és Ca?" szerepét a gyors, szisztemikus szignalizacioban rbohd és
cpk5 mutans Arabidopsis novények segitségével igazoltak, melyek disztalis leveleiben
csokkent a rezisztencia mértéke Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst) fert6zést kovetden
(Dubiella és mtsai. 2013; Wang és mtsai. 2014). Emellett ismert, hogy a lokélis NO
kezelés képes a SAR indukcidjara, melynek hatdsa a ROS-hoz hasonldéan koncentracio-
fliggd (Wang és mtsai. 2014). A legtijabb kutatasok azonban azt bizonyitjak, hogy — habar
nélkiilozhetetlenek a szisztemikus valaszok koordinalasdhoz a novény kiilonb6z6 szervei
kozott sejt-sejt kozotti szignalmolekulaként funkciondlva — nem valoszinii, hogy a SAR
kialakuldsédnak alapvetd elemei lennének (Fichman és Mittler, 2020; Eichstddt és mtsai.
2021).

Hossztl ideig a SA-at tartottdk a SAR legfontosabb, hosszatavu szignalizacios

molekulajanak, atoltasos kisérletekkel, a SA lebontasaban részt vevé SA-hidroxildzt
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kodolo NahG transzgént expresszalé dohany novényekben azonban igazoltak, hogy nem a
SA a legfébb mobilis szignal (Vernooij és mtsai. 1994). A SA szisztemikus, nem fert6zott
szovetekben torténé de novo szintézise ugyanis sokkal nagyobb jelent6ségii, mint a
fert6zott szovetekbdl valo transzportja (Shah és Zeier, 2013). A fertdzés helyén kivaltott,
lokalis SA akkumulédcié elsésorban az izokorizmat-szintdz (ICS1) aktivitdsanak
koszonhetd, a képzodott SA jelentds része azonban még itt, a SA-metiltranszferaz (SAMT)
kozremiikddésével MeSA-va alakul (Li és mtsai. 2018; Zhang és Li, 2019). A fokozott SA
akkumulacié gatolja a MeSA-észteraz aktivitasat, ezaltal a MeSA lebomlasat, igy az a
floémen keresztiil vagy volatilizalodva eljuthat a névény disztalis leveleibe, ahol a SA-koté
protein 2 (SABP2) észteraz aktivitasa segitségével visszaalakul SA-va (Park és mtsai.
2007; Gao és mtsai. 2021). Annak ellenére, hogy a MeSA volatilis szignalként
funkcionalva az egyedek kozti informacidatadast is lehetdvé teszi, a SAR kifejtésében
betoltott szerepe elsdsorban a ndvényen beliili szignalizacidra korlatozddik (Viot és mtsai.

2021). A SA akkumulacioja befolyasolja a sejt redox allapotat, ezaltal pedig a SAR

crer

------

fiiggvényében mind az ETI és az azt kisér6 HR, mind pedig a SAR kialakulasat
szabalyozza (Fu és Dong, 2013). Az NPR1 emellett, kiilonb6z6 TF-okkal interakcioba
lépve indukélja a PR gének expressziojat, melynek kovetkeztében fokozodik az ER
szekrécios tevékenysége és tobbek kozott a PR-1, PR-2, valamint PR-5 fehérjék
akkumulacidja, mely a SAR kialakulasanak, ezaltal pedig egy potencialis, kovetkezd
patogénfertdzés lekiizdésének szintén meghatarozoé eleme lehet (Fu és Dong, 2013; Ding és
mtsai. 2018).

Sokaig azt feltételezték, hogy a SA nélkiilozhetetlen a SAR kialakitasdhoz, viszont
Bernsdorff és mtsai. (2016) icslics2 kettds mutans Arabidopsis novényekkel végzett
kisérleteik alapjan megallapitottak, hogy Pseudomonas syringae fert6zés esetén mégis
kialakul részleges SAR valasz. Ez azt feltételezte, hogy létezik egy SA-fiiggetlen
szignalizacios Utvonal is, mely bar kis mértékii, de szignifikdns SAR kialakitasat biztositja
a novényekben (Bernsdorff és mtsai. 2016). Az elsé tanulmanyok egy nem-fehérjeképzd
aminosav (AS), a Pip alapvet6 jelent6ségét igazoltak, ma mar azonban tudjuk, hogy annak
egy bioaktiv szdrmazéka, az NHP a SAR valddi kulecsmolekuldja (Navarovd és mtsai.
2012; Hartmann és mtsai. 2018; Wenig és mtsai. 2019).

A Pip patogéntamadast kovetden L-lizinbdl egy kétlépéses folyamatban a

kloroplasztiszban szintetizalodik, melyet az ALD1 és SARD4 katalizal, majd a plasztiszon
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kiviil az FMOI1 altal NHP-v4 alakul (Hartmann és mtsai. 2017; Chen és mtsai. 2018a).
A SAR indukcidja egyarant fokozza a SA- és Pip bioszintézishez és szignalizaciohoz
kapcsolodo gének expresszidjat, azonban az NHP szintjének emelkedése Arabidopsis
novények szisztemikus leveleiben mar a SAR valasz kezdetén, 24 oraval a Pseudomonas
syringae fert6zést kovetden megfigyelhetd, a SA- és Pip akkumulaciot megelézve
(Hartmann és mtsai. 2018). A SA- és Pip szignalizdciés utvonalak szamos ponton
Osszekapcsolodnak: mind a Pip/NHP bioszintézis gének, valamint az ICS1 expresszidjanak
szabalyozasaban hét, atfedo funkcioju TF vesz részt; az exogén Pip és NHP kezelés
fokozott SA akkumulaciot eredményez; a lokalis CPKS5 aktivacid egyarant sziikséges a
SAR- és NHP-kapcsolt gének szisztemikus expressziojahoz; tovabba a Pip indukalja a SA
mtsai. 2020; Vlot és mtsai. 2021). Patogénfertdzést kovetéen a Pip és NHP lokalis ¢és
szisztemikus akkumulacidja is megfigyelhetd (Hartmann és Zeier, 2019). Ez a SAR
1étrejottéhez elengedhetetlen, mivel a Pip szintézisére képtelen ald1 Arabidopsis mutansok
egyaltalan nem képesek a SAR kialakitasara, ugyanakkor a SAR teljes mértékii
kifejlddéséhez nélkiilozhetetlenek az olyan, SA-altal indukalt valaszok is, mint a PR-1
expresszidja (Bernsdorff és mtsai. 2016). A Pip aktivalja a MAPK3/6 kaszkadokat, melyek
a WRKY33 TF kozremiikodésével fokozzak az ALD1 expresszidjat, tovabb novelve a Pip
akkumulaciot Arabidopsisban (Wang és mtsai. 2018a). Ezen feliil a Pip Arabidopsis
novényekben fokozza a ROS és NO termelddését, ezaltal pedig a szisztemikus
szignalhaldzat egy kovetkezd elemének, az AzA produkciojat (Wang és mtsai. 2014;
Wang és mtsai. 2018b).

Oxidativ stressz sordn a membranbol olyan 9 szénatomos telitetlen zsirsavak
szabadulnak fel, melyek hidrolizisikket kovetden az AzA bioszintézis potencialis
prekurzoraiként funkciondlhatnak (Yu és mtsai. 2013). Az AzA els6sorban a lokalis
szovetekben szintetizalodik, viszont hatasat a szisztemikus levelekben fejti ki, ahova a
DIR1 proteinhez kotédve a floémen keresztil, vagy az AZII/EARL1 komplex altal
szimplasztikus uton transzportalodik (Cecchini és mtsai. 2015; Lim és mtsai. 2016;
Dreischhoff és mtsai. 2020). A szisztemikus szovetekben aktivalja a Pip/NHP-fliggd
valaszokat, ez azonban a SAR indukcidjdhoz valosziniileg nem sziikséges (Cecchini és
mtsai. 2015; Gao és mtsai. 2021). Emellett, foként a lokalis szovetekben a GLY és GLI1
indukcidjaval fokozza a lipid metabolizmus egy koztes termékének, a glicerin-3-foszfat

crer

mtsai. 2013; Wang és mtsai. 2014). Az G3P transzportjat a szisztemikus szovetekbe
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szintén a DIR1 fehérje biztositja, ahol fokozza a SABP2 aktivitasat, ezaltal hozzdjarul a
SAR indukci6jahoz (Vlot és mtsai. 2021).

A floémen keresztiil megvaldsuld, iranyitott transzportot biztositd molekulak
mellett a legijabb kutatasok egyre nagyobb jelentdséget tulajdonitanak az illékony szerves
vegyiileteknek (VOC) a szisztemikus valaszok koordindldsdban (Dreischhoff és mtsai.
2020). Ezekre altalanosan jellemzd6, hogy kis molekulasulyuak, szobahdmérsékleten is
gyorsan parolognak, valamint az intra- és intercellularis szignalizacié mellett az egyedek
kozti informaciodatadasban is részt vehetnek (Pennerman és mtsai. 2016). Arabidopsisban
Pseudomonas syringae fert6zést kovetden megfigyelték az infekcios helyen termel6dott
monoterpének (pl.: a- és B-pinén, kampén) fokozott emisszidjat, mely szisztemikus ROS
akkumulacioét, valamint SAR-asszocialt gének (pl.: AZI1l) expresszidjat eredményezte
(Riedlmeier és mtsai. 2017). Hatasukat a SA szignalizacids utvonalan keresztiil fejtik ki,
tobbek kozott fokozzak a SAR szignalok felfogasaban kulcsszerepet jatszo lektinek (LLP1)
kifejezddését, mely pozitiv visszacsatolasi korokben mitkddve a Pip- és G3P jelatvitellel
tovabb serkenti a monoterpének emissziojat (Wenig és mtsai. 2019).

A gyors lokalis és szisztemikus valtozasokat kdvetden, orak mulva aktivalodnak a
lasst, egész novényre kiterjedd valaszok, melyek elsdsorban de novo RNS-, fehérje- és
védekezési metabolit szintézissel, hormon bioszintézissel, ROS/NO produkcioval, fehérje
degradacioval, valamint epigenetikai valtozasokkal jellemezhetok, melyek fontos
visszacsatolasi szabalyozé szerepet toltenek be (Kollist és mtsai. 2019; Eichstiddt és mtsai.
2021). Ezek lehetnek kozvetlen védekezési valaszok (pl.: kalloz depozicid), vagy a
védelmi reakciokat fokozo un. ,,edz6dés” (priming) elemei, melyek a hosszatava SAR
soran kialakulo akklimatizacid révén egy kovetkezd patogéntamadas ellen sikeresebb
védekezést tesznek lehetévé (Hilker €s Schmiilling, 2019; Dreischhoff €s mtsai. 2020).
Az ,edzett” allapot propagéicidja szorosan Osszefligg a SARDI1 TF altal kozvetitett
transzkripcids atprogramozassal, valamint olyan epigenetikai valtozasokkal, mint bizonyos
SAR-asszocialt gének promoéter régidinak acetilacioja (H3K9) és metilacioja (H3K4),
valamint a DNS metilacié, melyek akar hetekig vagy hoénapokig tartdé védelmet is
biztosithatnak a ndvényekben, tovabba az utddgeneracionak is atadhatok (Fu és Dong,

2013; Eichstadt és mtsai. 2021).
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2.2. A fény szerepe a novények védekezési folyamataiban

2.2.1. Fotoreceptorok a novényekben

A fény az egyik legfontosabb abiotikus faktor a novények szamara, mely azontdl, hogy a
fotoszintézis hajtderejeként az energiatermelést lehetdévé teszi, olyan alapvetd kornyezeti
szignalként is funkcional, mely egyarant szabalyozza a novények novekedését, fejlodését,
a cirkadian orat, valamint az abiotikus és biotikus tényezdkkel szembeni védekezési
folyamatokat is (Demarsy és mtsai. 2018). A fény intenzitasa, mindsége, valamint a
besugarzas id6tartama elemi informaciot szolgaltat a novények szamara a kornyezet
valtozasaira vonatkozolag (Flota és Carvalho, 2015). Az optimalis fényellatottsagtol eltéro,
tulzottan alacsony vagy magas fényintenzitas, valamint a s6tétség kiilonb6zo szignalizacios
utvonalakat aktival, melyek legf6bb molekularis szabalyozoi a JA és a SA (Sagar és Singh,
2020; Gallé és mtsai. 2021). A talzott mértékii fénybesugarzas stresszként is hathat, mely
fotoinhibiciot, valamint az I-es és II-es fotokémiai rendszerek (PSI/IT) kozott fokozott ROS
akkumulaciét eredményezhet (Saijo és Loo, 2020). A fény felfogasa a névényekben két
rendszeren keresztiil valosulhat meg. Mig a kloroplasztiszokban talalhato klorofillok altal
abszorbedlt fényenergia kozvetleniil a metabolikus folyamatok hajtoerejeként hasznosul,
a fotoreceptorok a fény specialis tulajdonsagai fliggvényében aktivalnak fejlédést és
novekedést, valamint védekezést szabalyozd szignaltranszdukcids utvonalakat (Zhang ¢€s
mtsai. 2020a; Roeber és mtsai. 2021).

A fotoreceptorok olyan fotoszenzoros proteinek, melyek kozvetleniil, vagy a
prosztetikus kromofor csoportjuk segitségével fotonokat abszorbedlnak, mely a
receptorban bekovetkezd konformacidvaltozas altal annak aktivaciojat eredményezi
(Podolec és mtsai. 2021). Az allati rendszerektdl eltéréen a ndvényi fotoreceptorok a
legtobb szervben megtaldlhatok, néhany fajban akar a gydkérben is, viszont a felfogott
szignal az egész szervezetre kiterjedd valaszt generdl (Kami ¢és mtsai. 2010).
Arabidopsisban a fotoreceptorok 5 osztalya ismert, melyek az UV-B tartomanytol egészen
a tavoli vords spektrumig képesek a fény érzékelésére (280-750 nm) (Galvao és
Fankhauser, 2015). Ezen fotoreceptorok az UV-B receptor (UVRS), a kék fény felfogasaért
felelds kriptokromok (CRY 1-3), fototropinok (PHOT1-2) és a Zeitlupe-csalad tagjai (ZTL,
FKF1, LKP2), valamint a vords/tavoli vords fényt érzékeld fitokromok (PHY) (Paik és
Hug, 2019).
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A vords fényt érzékeld fitokrom csalad Ot tagjat azonositottdk napjainkig
(PHYA-E), melyek részben atfedd, részben kiilonb6z6 funkciokkal rendelkeznek
(Franklin és Quail, 2010). Mig a voros fény (620-670 nm) mind az 6t PHY aktivacidjara
képes, a tavoli vords spektrum (705-740 nm) érzékelése kizardlag a PHY A-ra korlatozodik
(Paik és Hug, 2019). Kromoforjuk egy kovalensen kapcsolt fitokromobilin tetrapirrol
gyurti, mely voros/tavoli vords fény hatdsara izomerizalodik, ezéltal megvaltozik a fehérje
térszerkezete (Bae és Choi, 2008). Biologiailag inaktiv, voros fényt abszorbeald formajuk
(Pr) a citoszolban szintetizalodik (Su és mtsai. 2017). Voros fény érzékelését kovetden a
molekula térszerkezetének valtozasa a fitokromok bioldgiailag aktiv, tdvoli vords fényt
abszorbeald (Pfr) forméjanak kialakuldsat eredményezi, mely perceken beliil a sejtmagba
transzportalodik (Klose és mtsai. 2015). Tavoli vords fény hatasdra a Pfr gyorsan
visszaalakul inaktiv, Pr formaba, igy ezek kétallasi molekularis kapcsoloként
funkcionalnak (Roeber és mtsai. 2021). Az aktivalt fitokromok (Pfr) a sejtmagban gatoljak
a SPA1/COP1 E3 ubikvitin ligdz aktivitdsat, amely igy nem képes a fényindukalt
szignalizacioban pozitiv regulator szerepet bet6lté TF-ok (pl.: HY5, HYH, HFR1)
lebontasara, ezaltal lehetévé téve a fényindukalt génexpressziot (Liu és mtsai. 2015a;
Sheerin és mtsai. 2015). Ezen felil a Pfr a fényvalaszok altalanos represszoraként
(Pham és mtsai. 2018). A PIF-ek interakcios partnereik fliggvényében gatoljak a csirazast,
a klorofill bioszintézist, a kloroplasztisz-fejlddést, az arnyékkeriilési valaszt, a sotét-
indukalta szeneszcenciat, viszont eldsegitik a hipokotil megnyuléasat (Liu és mtsai. 2015a;
Xu és mtsai. 2015; Pham ¢és mtsai. 2018). A Pfr ezen fényvélaszok represszidjanak
feloldasaval lehetévé teszi a fotomorfogenezist, valamint az antocian szintézisben, a
cirkadidn ora szabdlyozdsdban, a virdgzas indukcidjaban, valamint a patogénekkel
szembeni védekezésben is fontos szerepet jatszik (Liu és mtsai. 2015a; Paik és Huq, 2019;
Gallé és mtsai. 2021).

A kék fény/UV-A ¢érzékelésében részt vevd kriptokrémok olyan fotoreceptorok,
melyek evolucids eredete a fotolidzokra vezethetd vissza, és flavin alapti (FAD)
kromoforral rendelkeznek (Podolec és mtsai. 2021). A legtobb szarazfoldi ndvény genomja
két kriptokromot kodol (CRY1, CRY2), melyek eltér6 és atfedd valaszokat is
kialakithatnak (Wang és Lin, 2020). A sotétben inaktiv monomerek fotoexcitaciot
kovetden valnak bioldgiailag aktiv homodimerekké, melyek két, kiilonbozo
szignéltranszdukcids utvonalat aktivalhatnak (Liu és mtsai. 2017a). A COP1-SPA E3

ubikvitin ligdz aktivitasat befolyasolva a kék fény-valaszokban részt vevdé TF-ok
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mennyiségét szabdlyozzdk, a CRY2 emellett a CIB TF-okkal kolcsonhatva a
gatoljak a hipokotil megnyulésat, segitik a deetiolaciot, szabalyozzak a gyokér novekedését
¢s a cirkadian orat, valamint fontos szerepet jatszanak a kék fény-indukalta sztdbmavalaszok
kialakitasaban is (Roeber és mtsai. 2021). El-Esawi és mtsai. (2017) emellett kimutattak,
hogy a kriptokromok fotoexcitacidja a sejtmagban kis mennyiségii ROS képzddését
eredményezi, mely specialis, ROS-indukalta gének transzkripcidjat fokozva fontos
szerepet jatszik a patogénekkel szembeni védekezési valaszok indukcidjaban.

A szerin/treonin (Ser/Thr) kinaz fototropinok szintén a kék fény abszorbeédlasara
képesek, melyet két, FMN kromofort tartalmazo6 fény-oxigén-fesziiltség-érzékeny (LOV)
doménjiik  biztosit (Okajima, 2016). A  receptorban  torténé  fényindukalt
konforméciovaltozas felszabaditja a kinaz domént a fotoszenzoros domén gatlésa aldl, igy
autofoszforilalédnak, és hatdsukat is elsdsorban kindz funkcidjuk altal fejtik ki (Galvao és
Fankhauser, 2015). A nodvényekben megtalalhato PHOT1 ¢és PHOT2 elsésorban a
fototropikus valaszok kialakitasaért felelosek, szabalyozzak a hipokotil megnyulasat, a
kloroplasztiszok sejten beliili elhelyezkedését, valamint nélkiilozhetetlenek a kék fény-
indukalta sztémanyitédashoz (Paik és Huq, 2019).

A Zeitlupe-csalad tagjai (ZTL, FKF1, LKP2) szintén LOV domént tartalmazé kék
fény receptorok, melyek hatasukat az SCF E3 ubikvitin ligdz aktivitasanak szabalyozasa
altal fejtik ki (Zoltowski és Imaizumi, 2014). Legfontosabb funkcidjuk a cirkadidn ora,
valamint a fotoperiodikus virdgzas szabalyozasa (Roeber és mtsai. 2021).

Az UV-B fény érzékeléséért felelds UVRS alapéllapotban homodimerként van
jelen a novényekben, viszont a receptor belsd triptofan (Trp) gylir(ii altal megvalositott
UV-B abszorpciét kdvetden monomerizalodik (Wu és mtsai. 2012). A monomer UVRS
hatasat a sejtmagban fejti ki, ahol a COP1-hez kotédve gatolja az E3 ubikvitin ligaz
aktivitasat, mely a HY'S stabilizaciojat eredményezi (Podolec és mtsai. 2021). Ezen feliil, a
indukalta fotomorfogenezishez ¢és akklimatizdcidhoz nélkiilozhetetlenek, valamint szerepet
jatszanak a fotoprotekcioban és a sztomanyitddas szabalyozasaban is (Jenkins, 2017;

Yin és Ulm, 2017).
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2.2.2. A fény és a fotoszintézis szerepe a korokozokkal szembeni védekezési
valaszok szabalyozasaban

A fény és a sotét ciklusok napi valtakozasa a ndvények életének minden aspektusat
befolyasolja, melyben nem csak a fény hidnya, de a magas paratartalom is szerepet jatszik
(Korneli és mtsai. 2014). Szamos tanulmany igazolta, hogy a ndvényi védekezési valaszok
aktivaciojat alapvetden meghatarozza a fény elérhet0sége, valamint a napszak, melynek
soran a fertdzés torténik, viszont e bonyolult szabalyozasi haldzat szamos részlete még
kevésbé ismert (Roberts €s Paul, 2006; Roden ¢és Ingle, 2009). Sotétben a novények
gyengébb védekezési valaszokat mutatnak virdlis-, bakterialis- €s gombatamadasok ellen
egyarant (Yang és mtsai. 2015). A fény ugyanis jelentdsen befolyasolja a ROS
eltdvolitdsaban kulcsszerepet jatsz6 antioxiddns enzimek aktivitdsat, a védekezési
hormonok ¢s masodlagos metabolitok termelddését, valamint a volatilis szignalok
emisszidjat, ugyanakkor szdmos lokalis védekezési folyamat a fénytdl fliggetleniil is
aktivalodhat (pl.: fitoalexin bioszintézis, JA- és ROS akkumulacid) (Zeier és mtsai. 2004;
Folta és Carvalho, 2015; Poor és mtsai. 2018).

A fénybesugarzas mar az infekcié el6tt is pozitivan hathat a rezisztencia
kialakulasara (Rasool és mtsai. 2014). Hossz ideig sotétben tartott Arabidopsis
novényekben tarlorépa gondorddés virus (TCV) fertdzést kovetden fényben sem alakult ki
HR (Chandra-Shekara és mtsai. 2006). A fény elérhetdsége azonban elsésorban a fertézést
kovetd els6é orakban esszencialis a védekezési valaszok indukcidjdhoz, hianya ezen
idészakban negativan befolydsolja a késObbi szisztemikus rezisztencia kialakuldsat
(Griebel és Zeier, 2008). A sotétség emellett gatolja a lokalis védekezési valaszokat is
(pl.: SA akkumulécio, PR-1 expresszio, HR), valamint a SAR elmaradasat eredményezi
(Zeier és mtsai. 2004; Chandra-Shekara és mtsai. 2006; Manfre és mtsai. 2011). A fény
hianya mellett a nappal hossza is befolyasolja a novények védekezését (Hua, 2013).
A fényperiodus végén torténd fertézés esetén a SAR kialakitasdban a MeSA jatszik
esszencialis szerepet, mig ha ez a fényperiddus elején torténik, a SAR a MeSA-tol
fiiggetlen titvonalon keresztiil indukalodik Arabidopsisban (Liu és mtsai. 2011).

Ugyanakkor a fény a névények mellett a patogének életmiikddését is befolyasolja,
melyek altaldban aktivabbak éjjel, mint nappal (Igbal és mtsai. 2021). A legtobb koérokozo
rendelkezik olyan specidlis fotoreceptorokkal, melyek lehetévé teszik a fény érzékelését

(Wu és mtsai. 2013). A bakterialis fitokromok szabalyozzdk a korokozok apoplasztba

crcr
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A fény negativan befolyasolja a fertézést a virulenciafaktorok down-reguldcidja révén
(pl.: Pseudomonas cichorii, Xanthomonas campestris pv. campestris), sététben viszont
fokozodik a bakterialis novekedés ¢€s gyengébb az ezzel szemben kialakuld lokalis
rezisztencia (pl.: Pseudomonas syringae pv. maculicola) (Zeier és mtsai. 2004; Bonomi és
mtsai. 2016; Rajalingam ¢és Lee, 2018). A fény hasonloan gatolhatja a gombak
novekedését, metabolizmusat, a hifa fejlodését, a szexualis reprodukcidt, valamint a
sporulaciot (Gallé és mtsai. 2021). S6tétben ennek kdvetkeztében gyorsabban szaporodnak
és sulyosabb betegségtiineteket okoznak (pl.: Botrytis cinerea, Puccinia hemerocallidis),
valamint fokozddik a toxintermelésiik is (pl.: Aspergillus westerdijkiae) (Dong és Buck,
2011; Caires és mtsai. 2015; Cheong és mtsai. 2016).

A fény a novényekben két rendszeren keresztiil, az energiatermeld fotoszintézis,
valamint a fotoreceptorok altal aktivalt fény-szignalizacids hdlozatok aktivalasaval
befolyasolhatja a koérokozokkal szembeni védekezést (Roberts és Paul, 2006). A sotét
periodusban elsésorban a sztomdk zdarddasa akaddlyozza meg a patogének ndvényi
szOvetekbe hatolasat (Panchal és Melotto, 2017). A sztdémdak hajnali nyitodasa ugynevezett
»infekcios ablakot” biztosit a mikrobdk szamdra, igy nélkiilozhetetlen a védekezési
valaszok maximalis aktivizalasa erre az idészakra (Karapetyan és Dong, 2018). A hajnali
sztomanyitodas kék fény altal vezérelt folyamat, mely a zardsejt-specifikus vélaszokeért
felelds, mig késébb a vords fény hozzajarulasaval a fotoszintézishez kapcsolt
sztomamiikodést és a védekezéshez kapcsolt gének kifejez6dését is regulalja (Matthews és
mtsai. 2020). Mind a lokalis és szisztemikus sztomazarodas PHYB-fiiggd (Devireddy és
mtsai. 2020a). A fény szignalok azonban nem csak a ndvényeket informaljak, Pst esetében
kimutattdk, hogy a kék fény indukélja a T3SS génjeinek kifejezddését, mig a vords fény
gatolja a koronatin bioszintézis géneket, igy az hajnalban akkumulalodhat, meggatolva a
MAMP-indukalta sztdbmazarodast (Santamaria-Hernando és mtsai. 2018).

Egymast megerdsitd kutatdsi eredmények azt bizonyitjak, hogy a vords fény
pozitivan befolydsolja a ndvényi védekezési mechanizmusokat a SA szintézis ¢és
szignalizacio, valamint a ROS termelés szabalyozasa révén, melyek pontos molekularis
mechanizmusa azonban még nem teljesen ismert (Gallé és mtsai. 2021). A lokalis
valaszokon kiviill a szisztemikus védelmet is pozitivan szabalyozza, mivel phyaphyb
Arabidopsis kettds mutansokban nem alakul ki SAR (Griebel és Zeier, 2008). Emellett a
JA szignalizaci6s utvonallal egyiittmiikddve a novényevdk, valamint nekrotrofok elleni
védekezésben is szerepet jatszik (Pierik és Ballaré, 2021). Az éjszaka alkalmazott voros

fény kezelés fokozza a paradicsom rezisztencidjat Pst fert6zéssel szemben, mely a SA
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szignalizacios utvonalon keresztiil valosul meg (Yang és mtsai. 2015). Ezzel szemben a
PHYB-t inaktivalo tavoli vords fény egyidejiileg down-regulalja a JA és SA szignalizaciot,
valamint gatolja az ET-vdlasz faktor 1 (ERF1) és a defenzinek csaladjaba tartoz6 PDF1.2
védekezési markergének expressziojat Botrytis cinerea fertézés soran Arabidopsisban
(Cerrudo ¢és mtsai. 2012; Ballaré, 2014). Courbier és mtsai. (2020) kimutattdk, hogy az
alcsony voros:tavoli vords fény aranyt besugarzas fokozza a cukrok JA éltal szabalyozott
szintézisét, ami egyuttal noveli a Botrytis cinerea virulenciajat.

Arabidopsis thaliana-TCV rendszerben végzett tanulmanyok igazoltak, hogy a kék
fény receptorok (CRY1/2, PHOT1/2) sziikségesek a HR kialakuldsdhoz, melyet a HRT R
gén iranyit (Hua, 2013). Pst fert6zés soran a CRY1 mind lokalisan, mind szisztemikusan
fokozza a rezisztenciat Arabidopsis novényekben (Wu és Yang, 2010). A crylcry2 és
photlphot2 Arabidopsis kettds mutansok azonban képesek a SAR kialakitasara (Griebel és
Zeier, 2008).

Az UV-B besugarzas szintén fokozza a Pst fert6zéssel szembeni rezisztenciat JA
deficiens def-1 paradicsom novényekben, a SA valaszok aktivalasaval (Escobar Bravo és
mtsai. 2019). Novénypatogén gombak ellen ugyancsak hatékony védelmet biztosit, mivel
fokozza Arabidopsisban a Botrytis cinerea elleni rezisztenciat is (Demkura és Ballaré,
2012).

A fényszignalok mellett a fotoszintetikus reakciok Onmagukban is szdmos
biokémiai folyamatot aktivdlnak a nodvényekben, igy a kloroplasztisz a korai
immunvalaszok egyik kulcsszerepli sejtkomponense (Folta és Carvalho, 2015).
A kloroplasztisz az ABA ¢és JA bioszintézis elsédleges szintere, részt vesz ugyanakkor a
SA, valamint az ET prekurzor metionin (Met) szintézisében is, tovabba az egyik legfébb
ROS ¢és NO forrés (Lu és Yao, 2018). Egyre tobb bizonyiték tamasztja ald, hogy a fény és
a kloroplasztikus ROS termelés kolcsonhatva olyan endogén védekezési utvonalakat
aktivalnak, melyek képesek hatékonyabb védekezési valaszok kivaltasara a korokozok
ellen (Delprato és mtsai. 2015; Schmidt és mtsai. 2020). A mezofillum sejtek mellett a
zarosejtek is tartalmaznak fotoszintetikusan aktiv kloroplasztiszokat, azonban a kiilonb6z6
sejttipusok  fotoszintetikus  aktivitdsdnak hozzajaruldsa a ndvényi immunitas
szabalyozasahoz még kevésbé ismert (Panchal és Melotto, 2017; Iwai €s mtsai. 2019).

A MAMP-ok érzékelését kovetoen, a MPK3/6 mukodése révén orakon beliil
represszalodik a fotoszintetikus fényreakcidkban, a szén redukcids ciklusban, valamint a
klorofill bioszintézisben részt vevod, sejtmagban kodolt gének expresszidja (Bilgin és mtsai.

2010; de Torres Zabala és mtsai. 2015; Lewis €s mtsai. 2015; Su és mtsai. 2018). Ennek 6

26



célja az er6forrasok védekezési folyamatokra torténd atcsoportositdsa az asszimilacids
anyagcsere helyett (Bolton, 2009). Gohre és mtsai. (2012) kimutattak, hogy flg22 kezelést
kovetden, mar 30 percen beliil csokkent a PSII S alegységének (PsbS) mennyisége, ezaltal
pedig a talzott excitacios energiat csokkenté nem-fotokémiai kioltas (NPQ), ugyanakkor a
védekezésben szerepet jatsz6 WRKY22 és WRKY29 expresszidja tovabb fokozodott.
Az NPQ down-regulacidja noveli az elektron akceptorok redukaltsagi allapotat a
fotoszintetikus elektrontranszport-lancban, ami igy tovabbi ROS produkciét eredményez
(Mignolet-Spruyt és mtsai. 2016). A PSII zavara elsésorban 'O, mig a plasztokinon pool
mtsai. 2013; Mignolet-Spruyt és mtsai. 2016). A fotoszintézis gatlasa soran nagy
mennyiségben képz6dd Oz~ és H202 hozzajarul a HR aktivacidjdhoz (Su és mtsai. 2018).
Ennek kivédése érdekében a Pseudomonas syringae T3E effektorai a PSII-t destabilizalva
mintegy 5-6 ora alatt gatoljak az oxidativ robbanast a ndvényi immunitds gyengitése
céljabol (de Torres Zabala és mtsai. 2015). A HR kialakitdsdhoz a funkcionalis
Kloroplasztisz nélkiilozhetetlenségét tovabb bizonyitja, hogy az sotétben a ROS
akkumulacié hidnydban elmarad (Genoud és mtsai. 2002; Liu és mtsai. 2007). Ezt erdsitik
meg Rossi és mtsai. (2017) kloroplasztikus ROS termelésben deficiens transzgenikus pfld
Nicotiana tabacum novényekkel végzett kisérletei, melyek soran Botrytis cinerea fertézést
kovetéen kisebb volt a szoveti karosodas mértéke, valamint csokkent a fitoalexin
produkci6 és a PR gének expresszidja a mutansokban.

A kloroplasztikus ROS azonban a védelmi szignalizacid fontos eleme is lehet,
mivel a sztromuldkon keresztiili sejtmag-kloroplasztisz kozti kommunikacié kozvetitéiként
is funkcionalhatnak (Caplan és mtsai. 2015; Stael és mtsai. 2015). Szignalizacios
molekuldkként a ROS molekuldk nélkiilozhetetlenek a flg22 altal kivaltott TGA10 TF
expresszidjahoz, igy a védekezési valaszgének teljes aktivalodasahoz is (Noshi és mtsai.

2016).

2.2.3. Cirkadian regulacio a novényi védekezésben

A cirkadian ora az ¢él6lények endogén idémérdjeként funkcionald onfenntartd oszcillator,
mely megkozelitéleg 24 o6ras biologiai ritmusokat tart fenn, elérejelezve a Fold forgasaval
kapcsolatos, kiszdmithatod, napi valtozasokat (Jiménez €és mtsai. 2021). A cirkadian ora
miikodésének szinkronizalasahoz azonban kiilsd kornyezeti szignalok sziikségesek, melyek

koziil a novényekben a legfontosabb a fény és a hdmérséklet (Oakenfull és Davis, 2017).

27



Miikddése révén a novények sikeresebben adaptalodhatnak az eldre josolhatd kornyezeti
valtozasokhoz, a szubjektiv nappalokra és éjszakdkra idézitett génexpresszids valtozasok
altal (Srivastava és mtsai. 2019). Az Arabidopsis thaliana genomjanak megkozelitéleg 1/3-
a cirkadian regulacio alatt all, tobbek kozott nélkiilozhetetlen a sztdmanyitdodas, ndvekedés,
keményité lebontas, viragzas indukcid, valamint az abiotikus és biotikus stresszvalaszok
szabalyozasahoz (Greenham és McClung, 2015; Linde és mtsai. 2017).

A cirkadian orak mikddése specialis TF-ok két, ellentétes napszakban aktiv
csoportja altal szabélyozott (Nakamichi és mtsai. 2012). A LATE ELONGATED
HYPOCOTYL (LHY) és a CIRCADIAN CLOCK ASSOCIATED 1 (CCAl1) gének
expresszidja hajnalban mutat maximumot (Srivastava és mtsai. 2019). Ezek gatoljak az
este kifejez6dd géneket, valamint aktivaljak a nappal expresszaloddo PSEUDO-RESPONSE
REGULATOR 5/7/9 (PRR5/7/9) transzkripciojat, melyek negativ visszacsatolas utjan
megakadalyozzdk az LHY ¢és CCALl transzkripcidjat (Srivastava és mtsai. 2019).
A PRR5/7/9 ezen tulmenden gatoljak a REVEILLE 8 (RVES) kifejez6dését, mely az éjjel
kifejez6dd gének aktivatora (Greenham ¢és McClung, 2015). Az este aktiv TF-ok
(pl.: ELF3/4, GI, LUX) komplexet formalva gatoljak a nappal aktiv gének expresszidjat
(Butt és mtsai. 2020). A cirkadidn ora altal regulalt gének kozel 40%-a a TIMING OF
CAB EXPRESSION 1 (TOC1) este akkumulalodo TF altal szabalyozott, mely a reggel
aktivalodo gének altalanos represszoraként funkcional (Huang és mtsai. 2012).

A cirkadian ritmusok nagyban hozzajarulnak a biotikus stresszvalaszokhoz, a PTI
¢s az ETI tobb, kozponti génjének expressziojat szabalyozzak, azonban még szamos
megvalaszolatlan kérdés maradt a pontos funkcidjukra vonatkozoélag (Srivastava és mtsai.
2019; Butt és mtsai. 2020). Fontos szerepet jatszanak az energiaegyensuly, valamint a
redox szignalizacid szabalyozasiban, ezaltal pedig az optimalis védekezési stratégia
kialakitasaban (Zhou és mtsai. 2015; Karapetyan és Dong, 2018). A cirkadidn 6ra szerepét
a biotikus stresszvalaszokban elséként Sauerbrunn és Schlaich (2004) irtak le, akik Pst
fertézést kovetéen a PATHOGEN AND CIRCADIAN CONTROLLED 1 (PCC1) SA
utvonalon keresztiil megvaldsuld indukcigjat, valamint ciklikus, éjjeli maximumot mutato
oszcillaciojat figyelték meg Arabidopsisban. Ezt a feltételezést tovabb erdsitették olyan
kutatasi eredmények, melyek Pseudomonas syringae pv. maculicola fertézést kovetéen a
CCAL1 és LHY o6ragéneket over-expresszald mutansokban a patogénrezisztencia drasztikus
csokkenését bizonyitottak, mely nagyrészt a sztomazarodas elmaradasara vezethetd vissza
(Zhang ¢és mtsai. 2013). Aritmikus 6ra mutansokban (pcll) flg22 kezelést kovetden az

oxidativ robbanas is elmarad, igy valoszinlileg ez is az endogén 6ra kontrollja alatt all
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(Korneli és mtsai. 2014). A fény mellett tehat a cirkadian 6ra is hozzdjarul a ndvényi
immunitashoz, melynek egyik f6 elemét, a sztdmazarddast szdmos oszcillator gén
(pl.: CCAL, TIC, TOC1) szabalyoz (Korneli és mtsai. 2014; Lu és mtsai. 2017).

A novényekhez hasonléan, a korokozok tobbsége szintén rendelkezik cirkadian
regulacioval; baktériumokban még bizonytalan, hogy 1étezik-e funkciondlis cirkadian ora,
viszont a gombakban ez jol ismert, mely befolyasolhatja a patogenitast (Brody, 2019;
Sartor ¢€s mtsai. 2019). Az energiaigényes immunvalaszok indukcidjanak optimalis
1d6szakra torténd ilitemezésében kulcsszerepet jatszanak a cirkadian ritmusok, melyek a
kiilonboz6 életmddot folytatd korokozok elleni adekvat valaszokat elsésorban a kiilonb6z6
védelmi hormon szignalizacios Utvonalak ritmikus aktivalasa révén valdsitjak meg (Lu és
mtsai. 2017). A biotrof patogéntamadas elleni védelem kulcsmolekuldjaként szamontartott
SA akkumulacidja ¢€jjeli maximumot mutat, felkésziilve a biotrofok reggeli tdmadésara
kozvetleniil a sztomanyitodast kovetden (Zhang és mtsai. 2019). A folyamat pozitiv
szabalyozd elemei a PRRS és TOCI, a fokozott éjjeli SA akkumulacié azonban féként a
CHE oragén altal indukalt 1CS1 expresszid eredménye, és elsdsorban a szisztemikus
valaszok kialakitasaért felelds, mivel a che mutansokban nem alakul ki SAR (Grundy és
mtsai. 2015; Zheng ¢és mtsai. 2015). A cirkadian ora ezaltal meggatolja az aktiv
immunvalaszok indukciojat ¢€jjel, mivel ekkor alapvetéen a zart sztomak biztositjak a
védelmet (Karapetyan és Dong, 2018).

Az alkonyat el6tti aktivitdismaximumot mutaté névényevok, valamint a nekrotrofok
elleni védekezés elsddleges regulatora a JA. Akkumuléacidja délben tetdzik, mivel éjjel a
TIC el6segiti a JA jelatvitelében szerepet jatszo MYC2 TF proteoszomalis lebontésat,
ezaltal a jazmonatok a szubjektiv nappal sordn halmozodhatnak fel (Kazan és Manners,
2013).

Az ET akkumulacidja Arabidopsisban szintén a nap kozepén tetézik, melyet
elsdsorban a TOC1 6ragén szabalyoz, az ET bioszintézisében részt vevé ACS6, az ET
szignalizacidjaban szerepet jatszo EIN2 (Ethylene Insensitive 2), valamint az ET valasz TF
ERF5/8 traszkripcios regulacidja révén (Grundy €s mtsai. 2015). Mindez megerdsiti a
novényi hormonok elsddleges szerepét a fény- valamint cirkadian ora altal szabalyozott

védekezési valaszok kialakitdsaban (Butt és mtsai. 2020).
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2.3. Az etilén

2.3.1. Az etilén bioszintézise és jelatvitele a novényekben

Az ET gaz halmazallapoti hormon, mely a novények ndvekedésében, fejlédésében,
valamint stresszrezisztenciajanak kialakitdsaban alapvetd szabalyozd szerepet tolt be
(Pattyn és mtsai. 2021). A ndvények életciklusdnak minden fazisa az ET regulacidja alatt
all, részt vesz a magnyugalmi allapot, csirdzas, vegetativ novekedés, viragzas, termésérés,
valamint a szeneszcencia szabalyozasadban egyarant (Wen, 2014). Szerepe gyakran kettds,
mivel szdmos folyamatot koncentracio-fiiggd modon pozitivan ¢és negativan is
szabalyozhat, az adott ndvényfaj, sejt- vagy szovettipus, valamint a hormonalis allapot és a
kornyezeti koriilmények fiiggvényében (Pierik és mtsai. 2006; Van de Poel és mtsai.
2015). Sokrétii funkcidjanak kovetkeztében az ET bioszintézise térben és idoben szigoruan
szabalyozott, az egyes szovetek eltérd ET érzékenységébdl adodoan pedig kulcsfontossagi
azok ET szintjének kritikus szinten tartasa (Houben és Van de Poel, 2019).

Magasabbrendii novényekben az ET bioszintézisének prekurzora az L-Met, mely a
szintézis elsé 1épésében S-adenozil-L-metioninna (SAM) alakul a citoszolban, a SAM-
szintetdz (SAMS) altal katalizalt, ATP-igényes reakci6 soran (Vanderstraeten és Van Der
Straeten, 2017). A keletkezett SAM ezt kovetéen az ACC-szintaz (ACS)
kozremiikddésével 1-aminociklopropan-1-karbonsavva (ACC) alakul, egy olyan reakcio
soran, melynek melléktermékeként 5°-metiltio-adenozin (MTA) keletkezik (Yoon, 2015).
Az MTA a Yang-ciklusba lépve Gjra L-Met-na alakul, megakadalyozva az ET szintézis
limitalo tényezdjeként szdmon tartott kén készlet kimeriilését, valamint lehetové téve a
gyors ET produkciot, amint sziikséges (Vanderstraeten ¢s Van Der Straeten, 2017).
A bioszintézis utolso 1épésében az ACC oxigén jelenlétében ET-né alakul az ACC-oxidaz
(ACO) segitségével (Depaepe és mtsai. 2021). A bioszintézisben részt vevd enzimek
stabilitasa €s aktivitdsa szigortian szabalyozott, melyet tobbszintli transzkripcios és poszt-
transzlacids folyamatok biztositanak a novényekben (Booker és DelLong, 2015).

Az ACS proteineket multigén csalad kodolja, nem katalitikus C-terminalis
szekvenciajuk alapjan harom osztalyba sorolhatok (Xiong és mtsai. 2014). Arabidopsisban,
valamint paradicsomban 9-9 funkcionalis ACS izoenzimet kodold gént azonositottak
(AtACS1/2/4-9/11; SIACS1A, SIACS1B, SIACS2-8), azonban feltételezhetéen ezek valos
szadma tobb lehet (Liu és mtsai. 2015b; Han és mtsai. 2019). Jelenlegi ismereteink alapjan

Arabidopsisban az ACO géncsalad 5 (AtACO1-5), mig paradicsomban 7 (SIACO1-7)
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tagbol all (Houben és Van de Poel, 2019). Mivel kezdetben az ACC képzddését tartottak az
ET bioszintézis sebességlimitald 1épésének, a ndvénybiologiai kutatdsok elsOsorban az
ACS szerepének tanulmanyozéasara koncentraltak, napjainkban azonban egyre tobb
kutatasi eredmény az ACO predominancidjat igazolja (Houben és Van de Poel, 2019).

Habar az ET gaz halmazallapoti hormonként transzporterek segitsége nélkiil
szabadon diffundalédhat mind a lipid, mind a vizes fazisban az inter- és intracellularis
térben, a legljabb kutatdsok alapjan térben ¢és 1ddben szigorian szabalyozott
alapvetden a xilémen keresztiil torténik az LHT1 transzporter kozremiikodésével
(Anfang és Shani, 2021). Az ACC konjugatumokat képzett formainak (jdzmonil-ACC,
malonil-ACC) transzportjat szintén a xilém biztositja (Dubois és mtsai. 2018). Az ET
volatilis szignalként azonban a szomszédos novények ET receptoraihoz kétédve, azokban
is valaszt generalhat (Binder, 2020).

Az ET szignalizacidgja az ER-ban vagy a Golgi-apparatusban lokalizalodo
receptorok altal fenntartott, konstitutiv negativ ET vélasz feloldasan alapszik (Dubois és
mtsai. 2018). Az ET receptorok réz kofaktorral miikodd, dimerként funkcionélo fehérjék,
melyek szerkezetileg a bakteridlis kétkomponensii receptor kindzokkal mutatnak
hasonlésagot (Zhao és mtsai. 2020). Arabidopsisban 6t ET receptort azonositottak, melyek
két alcsaladba sorolhatok (Shakeel és mtsai. 2013). Az I-es alcsalddba tartozo, hisztidin
kindz aktivitassal rendelkez6 ETR1 (ET Response 1) kritikus szerepet jatszik az ET
szignalizacioban, funkcionalisan nem helyettesithetd a Il-es alcsaladba tartozo, Ser/Thr
kinaz aktivitdst mutatd receptorokkal (ETR2, ERS2, EIN4) (Klee és Giovannoni, 2011).
Az ERS1 esetében mindkét kinaz aktivitasat azonositottak, azonban in vivo elsédlegesen
Ser/Thr kinaz aktivitast mutat (Binder, 2020). Paradicsomban az I-es alcsalad harom
(SIETR1/2/3), mig a II-es alcsalad négy (SIETR4/5/6/7) tagja ismert (Liu €s mtsai. 2015b;
Mata és mtsai. 2018). Az AtETR1 homologjaként paradicsomban az SIETR3 gént
azonositottak, melyet a szakirodalomban torténeti okokbol alapvetéen Never ripe (Nr)
néven hivatkoznak, utalva a mutacio kovetkeztében gatolt termésérésre (Yen és mtsai.
1995). A Nr gén a termés mellett konstitutivan expresszalodik a vegetativ novényi
szovetekben is (Nascimento €s mtsai. 2021). A Nr mutansokban egy AS cseréje a receptor
szenzor doménjében meggatolja az ET kotodését, mely az egész novényre kiterjedd ET
inszenzitiv fenotipust eredményez (pl.: hipokotil harmas valasz elmaradésa, késleltetett

szeneszcencia) (Klee és Giovannoni, 2011; Nascimento ¢€s mtsai. 2021). A homozigbta
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Nr/Nr novényekben azonban patogéntamadas soran nagy mennyiségli ET akkumulalodik,
tehat annak bioszintézise nem gatolt a mutacio kovetkeztében (Lanahan és mtsai. 1994).

ET hianyaban az ETRI1 aktivalja a CTR1 Ser/Thr kindzt, mely foszforilalja az ER
membran-kotott EIN2-t. Az ET szignalizacidjat biztositdé EIN3 és EIL1 TF-ok ennek
kovetkeztében, az EBF1/2 F-box proteinek altal lebomlanak, ami az ET valaszért felelés
transzkripcids kaszkad blokkolasat eredményezi (Qiao és mtsai. 2012; Merchante és mtsai.
2015). ET jelenlétében annak ETR1-el torténd interakcidja deaktivalja a CTR1-et, ezaltal
felszabaditva az ET jelatvitel tovabbi komponenseit a konstitutiv gatlas alél, melynek
kulcslépése az EIN2 foszforilalatlan C-terminalis doménjének (EIN2C) lehasadasa (Ju és
mtsai. 2012). Az EIN2C a sejtmagba transzportalodva aktivalja az EIN3/EIL1-fiiggd
transzkripcios kaszkadot, melynek soran az EIN3 a masodlagos TF-ok (ERF1, EDF1-4)
EIN3-koté helyéhez (EBS) kapcsolddva fokozza azok expresszidjat (Harkey és mtsai.
2019; Depaepe és mtsai. 2021). A citoplazmaban marad6 EIN2C az EBF1/2 fehérjéket
Az ERF-ek integrans részei az ET-valasz utvonalaknak, mivel az MPK3/6 altali
aktivaciojukat kovetden specidlis cisz-hat6 elemekhez (GCC motivumok), valamint
dehidratacio-valaszelemekhez (DRE) kotédve a patogénrezisztencia, valamint az abiotikus
stressz tolerancia kialakitdsaban is fontos szerepet jatszanak (Meng ¢és mitsai. 2013;
Miiller és Munné-Bosch, 2015). Az ET koncentracio-fliggd modon szabalyozza mind az
ET receptorok, mind a CTR1 mennyiségét: alacsony koncentracioban fokozza a receptor
gének transzkripciojat, valamint a CTR1 stabilitdsat, a magas ET szint viszont eldsegiti a
proteoszoma altal irdnyitott lebontasukat (Shakeel és mtsai. 2015).

Mindemellett egyre tobb bizonyiték all rendelkezésre arra vonatkozolag, hogy
létezik egy olyan, nem kanonikus ET szignalizdcids utvonal, melynek sordn az ETRI
interakcioba 1€p a citokinin jelatvitelben részt vevo, réz kofaktorral miikodé6 AHP és ARR

proteinekkel, melyek szintén képesek az ET valasz modulalasara (Binder, 2020).

2.3.2. Az etilén fényregulacidja a novényekben

A fény hatdsa az ET bioszintézisére komplex és kontextusfiiggd, melyet jelentésen
befolyasol az egyéb hormonokkal valé interakcidja, igy az intenziv kutatdsok ellenére még
napjainkban sem tisztazott teljes mértékben (Seo és Yoon, 2019). A vegetativ szovetekben

az ET bioszintézise azonban alapvetéen a fény mindsége, intenzitasa és idOtartama altal
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szabalyozott, mivel ezek hatassal vannak a szintézis kulcsenzimeit kodold gének
expresszidjara (Cruz és mtsai. 2018; Harkey és mtsai. 2019).

Korabbi tanulmanyok szdmos ndvényfajban (pl.: bliza, napraforgd, szo6ja, uborka,
veteménybab) kimutattak az ET produkci6 szignifikdns novekedését nagy intenzitasu fehér
fény kezelés hatasara (Weckx és Van Poucke, 1989). Ezzel szemben a fény rizs levélben
szignifikansan gatolta az ACC ET-né alakitasat, ezaltal pedig az ET produkciot, igy mar
tényezd is befolyasolhatja (Kao és Yang, 1982). Altalanossdgban azonban megallapithato,
hogy a fény fotoreceptorok (CRY, PHY) altali felfogasa gatolja az ET emissziot (Wang és
mtsai. 2020). Szamos tanulmany leirta, hogy a fény csokkenti az ACS transzkript szinteket
Arabidopsisban (Rodrigues és mtsai. 2014; Seo és Yoon, 2019). Mivel phyaphyb kett6s
mutans borsé novényekben fokozodott az ACS transzkriptumok akkumulécioja,
a fitokromoknak fontos szerepe lehet az ET produkcidé kontrolldldsdban, mely nagy
mennyiségben a vegetativ ndvekedést gatolnd (Foo és mitsai. 2006). Az alacsony
vords:tavoli vords arany( fénybesugarzas szintén fokozta az ET termelést Nicotiana
tabacum novényekben, mely fontos szerepet jatszhat az arnyékkeriilési valasz
kialakitasaban (Pierik és mtsai. 2004). Paradicsom csirandvényekben emellett leirtdk a
vords €s kék fény ACC akkumulacié-, valamint ACO aktivitas-gatld hatasat (Melo és
mtsai. 2016). Cruz és mtsai. (2018) paradicsom termésben szintén megfigyelték az ACC
tartalom, az ACO aktivitas, valamint az ET emisszio csokkenését megvilagitas hatasara.
Kiegészitd vords fény alkalmazasa esetén azonban fokozoddhat is az ET produkcio, ami
gyorsithatja a termés érését paradicsomban (Zhang és mtsai. 2020b). Az Arabidopsis
csiranovények ET bioszintézise szintén fényfliggd novekedést mutat, mivel 4 éraval a sotét
periodust kovetd megvilagitas utdn dramai ET akkumulacié figyelhetd meg (Seo és Yoon,
2019). A kiilonbozd ACS izoenzimek fény altali regulacidja is jelentdsen eltérhet: mig
etiolalt Arabidopsis csiranovényekben a fényre helyezést kdvetéen gyorsan csokkent az
ACS5-9 mRNS-ek szintje, addig az ACS2/4 mRNS-ek akkumulacioja volt kimutathato
(Khanna és mtsai. 2007; Harkey és mtsai. 2019; Seo és Yoon, 2019). Sharma ¢és mtsai.
(2014) CRY fotoreceptort over-expresszald6 BnCRY1 olajrepce csirandvényekben szintén
az ACS5 és ACS8 expresszidjanak csokkenését tapasztaltak fényen, tovabb bizonyitva ezen
gének fény altali gatlasat. Ezek alapjan megallapithato, hogy az egyes ACS izoenzimek
kifejezodése funkcionalis diverzitast mutat a megvilagitasi koriilmények fiiggvényében
(Harkey ¢és mtsai. 2019). Az ACS gének expresszidjat emellett napkdzben kozvetetten

szabalyozza a CCA1, mig ¢éjszaka kozvetleniil a PIFS; az ET tehat a novekedést a cirkadian
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ritmusok, valamint a fény szignalizacié integralasaval szabalyozhatja (Song és mtsai.
2018). Az ET bioszintézisét a transzkripciondlis folyamatok mellett fény-indukalta poszt-
transzlacios folyamatok is befolyasoljak, mivel etiolalt Arabidopsis csirandovények fényre
helyezését kovetden 2-4 oran beliil stabilizalodik az ACS protein (Yoon és Kieber, 2013;
Seo ¢és Yoon, 2019).

A fény az ET szignalizacidjara hatva is befolyasolhatja az altala indukalt
valaszokat. Az ET altal szabalyozott egyik legaltalanosabb morfoldgiai valaszreakcid az
un. harmas valasz, melynek soran a sotétben nevelt csiranovényekben gatolt a hipokotil
megnyuldsa, az epikotil oldaliranyu kiteriilése, valamint az apikalis kamp6 kiegyenesedése
(Binder, 2020). Regulacidja a fitokrém és ET szignalizacios Gtvonalak szoros interakcidja
altal biztositott, mivel az EIN3 és PIF TF csoportok promoterei jelentds atfedést mutatnak
(Jeong ¢és mtsai. 2016). Az ET hatdsa a hipokotil megnyulasara ellentétes fényben ¢és
sotétben (Harkey és mtsai. 2019). Az ET az EIN3 kozvetitésével két utvonalat aktival
fokozza a hipokotil megnyuldsos ndvekedését, mig sotétben az EIN3 altal aktivalt ERF1
gatolja azt Arabidopsis novényekben (Zhong és mtsai. 2012; Yu és Huang, 2017). A sotét-
fény 4atmenet soran az atmeneti, gyors hipokotil megnytlas az ACS5 fehérje
stabilizalasaval valosulhat meg (Seo és Yoon, 2019). Az ET szignalizaci6 az etioplaszt
differencialodasaban is fontos szerepet jatszik, mivel sotétben az EIN3 és PIF3 TF-ok
gatoljak az LHC gének expresszigjat, viszont a talajbodl kihajtod csirandvényekben az aktiv
PHYB eldsegiti az EIN3 ¢és PIF3 degradaciojat, ezaltal pedig a kloroplasztisz fejlédését
(Liu és mtsai. 2017b).

A csirandvényekkel végzett kisérleteken tul, a fény és az ET molekularis és egész
szervezetre kiterjedd kolcsonhatdsai azonban még szdmos folyamat szabalyozédsa soran
nem ismertek, igy ezek pontos mechanizmusanak tisztazdsa a ndvénybiologiai kutatdsok

fontos feladata a jovOben (Harkey €és mtsai. 2019).

2.3.3. Az etilén szerepe a novényi védekezési valaszokban

Az ET jelentdsége a novények novekedésének és fejléddésének szabalyozasaban jol ismert,
emellett azonban az abiotikus- és biotikus stresszvalaszok kialakitasaban is szerepet
jatszhat (Perato és mtsai. 2020). Mindazonaltal nem tekintheté a novényi védekezési
valaszok kozponti regulatoranak, sokkal inkdbb egyéb szignalizicios ttvonalakat (ABA,

JA, SA) modulédlva, hormonalis forgalomiranyitoként vehet részt a védekezési valaszok
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finomhangolasaban (Broekgaarden és mtsai. 2015). Pontos funkcidja ugyanakkor még
kevésbé ismert a novény-patogén interakciok soran (Perato és mtsai. 2020). Mig a SA altal
indukalt védekezési valaszok elsdsorban biotrof patogéntamadas esetén jatszanak szerepet
a lokalis ¢és szisztemikus rezisztencia kialakitdsaban, a JA és az ET szinergisztikusan
egyiittmiikddve, a JAZ-MYC ¢és EIN3-EIL1 TF-ok altal regulalt szignalizacids
utvonalakon keresztiil szabdlyozzak a nekrotréf és hemibiotréf patogének elleni védelmi
valaszokat (Li és mtsai. 2019; Yang ¢és mtsai. 2019). A JA és ET akkumulacidja aktivalja a
JA védekezési utvonal ERF 4gat, mely a nekrotrofok elleni védelmet biztositd
valaszgéneket (pl.: PDF1.2) indukdlja, ugyanakkor a MYC f1tvonal gatldsaval
megakadalyozza a rovarfertdzés esetén aktivalodd gének atirddasat (Broekgaarden és
mtsai. 2015). A SA altaldban antagonisztikusan miikodik a JA-ET szignalizacios
halézattal, azonban az ET és a JA tUtvonalak is gatolhatjak egymas aktivalodasat, mely
nélkiilozhetetlen a kiillonbozé életmodu patogénekkel szembeni adekvat védekezési
valaszok indukciojahoz (Ghareeb és mtsai. 2020).

Az ET ndvényi immunvalaszokban bet6ltott, alapvetd jelentdségét bizonyitja, hogy
mind a PTI és ETI aktivalodasa fokozott ET akkumulacioval kisért folyamat (Guan és
mtsai. 2015). Gomba elicitor (AsEs) kezelést kovetden foldieperben kimutattak, hogy
jelentdsen csokken az ET jeldtvitelében negativ regulatorként funkcionalé FaETRI,
FaERS2, valamint FaEIN2 expresszidja, mérsékelve azok represszios aktivitasat (Perato és
mtsai. 2020).

Guan ¢s mtsai. (2015) Pst fert6zés soran Arabidopsis novényekben megfigyelték,
hogy a PAMP-indukalta ET szintézis gatlasa a T3SS effektor kozvetitésével valosul meg.
Az ET pozitiv szerepét a patogéntdmadas soran aktivalodo védelmi valaszokban szamos
novényfajban leirtak: buzaban a TUACO3 expresszidjat jelentésen indukalta a Blumeria
graminis f. sp. tritici fert6zés, rizsben a Magnaporthe oryzae inokulaciot kovetéen fokozott
OsACS1/2 expresszio-, valamint ET produkcio volt tapasztalhatdé, mig Arabidopsisban a
(Gravino és mtsai. 2015; Helliwell és mtsai. 2016; Zheng és mtsai. 2020). Biotikus stressz
soran bonyolult szabdlyozis kovetkeztében kétfazisi ET produkcid figyelhetd meg,
melyek idébeli megjelenése azonban jelentdsen kiilonbozhet a gazdandvény és korokozod
fliggvényében (Mur és mtsai. 2008a, 2009). Wi és mtsai. (2012) dohédny novényekben a
hemibiotr6f Phytophtora parasitica var. nicotianae fertézést kovetd 5. oOraban
tapasztalhato, kisebb ET csucs alatt szignifikans NtACS4 expressziot figyeltek meg, mig a

70. 6ra utan jelentkezé nagyobb és hosszabb ideig fennmaradé ET maximumot fokozott

35



NtACS1 transzkripcid jellemezte. Az elsd ET csucs alapvetden a PTI sordn indukalodik és
fontos szerepet jatszik a védelmi priming-ban, mig a masodik az ETI részét képzi
(Perato és mtsai. 2020).

Magnaporthe oryzae fert6zést kovetden az ET deficiens acs2 mutans Arabidopsis
novényekben csokken a védekezéshez kapcsolddd gének expresszidja, valamint a HR-
szeri sejthalal mértéke, ET inszenzitiv eill mutansokban azonban sulyosabb tiinetek
jelentkeznek (pl.: alacsonyabb szintli PR expresszio, csokkent kalléz depozicio, korai HR-
szerll sejthalal), megerdsitve az ET szignalizacio kiemelt szerepét a védekezési valaszok
szabalyozasaban (Helliwell és mtsai. 2016). Az AsEs gomba eredetl elicitor a novényi
immunvalaszok aktivalasahoz funkciondlis ET jelatviteli utvonalat igényel, ennek
hidnyaban csokkent a védekezési valaszok indukcidja (pl.: H202 produkcid) foldieperben
(Perato és mtsai. 2020). Ennek kovetkeztében azonban szamos patogén, mely képes ET
termelésére, pont a novényi ET szignalizacioés ttvonalakkal interferalva gatolja azokat,
voltaképpen virulenciafaktorként hasznalva az ET-t (Van Bockhaven és mtsai. 2015).

Az AP2/ERF TF-ok kiilonésen fontos szerepet jatszanak a biotikus
stresszvalaszokban virusok, baktériumok, gombak, valamint névényevok tdmadésa esetén,
mivel az ET altal indukalhaté PR gének promoterében talalhaté GCCGCC szekvencia
motivumokhoz koétdédve fokozzak azok transzkripcidjat (Dong €s mtsai. 2015; Xing és
mtsai. 2017). Az Atriplex canescens eredeti ACERF2 transzgént over-expresszalo
Arabidopsis novények fokozott rezisztenciat mutatnak Pst, valamint Botrytis cinerea
fert6zés soran, mely a fokozott PR1/2/5 és ERF1/3 expressziora vezethetd vissza (Sun és
mtsai. 2018). Szojaban a GMERF5 over-expresszidja fokozza a PR1-1, PR10, valamint
PR10-1 kifejez6dését, ezaltal a Phytophtora sojae elleni rezisztenciat (Dong és mitsai.
2015). Buzaban az ERF1 homolog TaPIE1l over-expresszidja jelentdsen hozzajarul a
Rhizoctonia cerealis elleni rezisztencia kialakulasahoz, Arabidopsisban viszont kimutattak,
hogy a PIF4/5 az ERF1 gén promoteréhez kotddve negativan szabalyozza a védelmi
valaszokat Botrytis cinerea fertézés soran (Zhu és mtsai. 2014; Xiang és mtsai. 2020).
A rizsben talalhato EIL1 TF esetében bebizonyitottak, hogy kotédik az OsrbohA/OsrbohB
gének promoteréhez, ezaltal fontos szerepe lehet a ROS produkcioban (Yang és mtsai.
2017).

Szamos tanulmany igazolja, hogy az ET 4altal indukalt valaszok és a ROS produkcid
kozott szoros Osszefliggés van (Podr és mtsai. 2015). Az ET altal kivaltott ROS termelés
fontos szerepet jatszik a sztomazardodasban, mely az Atein2 és Atetrl ET inszenzitiv

mutansokban elmarad (Mersmann és mtsai. 2010). Az ET altal indukalt sztomazarodas
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kozvetitdi a MKK1/3 és MKK3/6, melyek az EIN2 és EIN3 TF-ok aktivalasaval eldsegitik
a zaroésejtekben torténd H.O, és NO akkumulacidt (Ge és mtsai. 2015; Zhang és mtsai.
2021). Az ET pontos szerepe a sztomaimmunitas szabalyozasaban azonban még
napjainkban is vitatott, mivel sztdmazard hatdsa mellett szamos tanulmany kimutatta, hogy
gatolhatja az ABA aktivitasat, ezaltal pedig elOsegitheti a sztdomak nyitddasat (Ge és mtsai.
2020).

A patogéntamadas soran bekovetkezd, gyors ET emisszio a MPK3/6 kaszkad
szabalyozasa alatt all, mivel az ACS2/6 foszforildlasaval fokozza azok stabilitasat,
megakadalyozva a 26S proteoszoma altali degradacidjukat (Han és mtsai. 2010).
A MPK3/6 altal generalt stressz-ET segiti a ROS szintek szignalizacios dozisban tartasat
(Depaepe és mitsai. 2021). Sulyos stressz esetén azonban, mikor a fokozodd ROS
produkcié kovetkeztében karosodnak a sejtorganellumok, az UPR pedig mar nem képes
hatékonyan miikddni, a PCD megvalositasaban is kozremiikodik (Depaepe €s mtsai. 2021).
Az ET a PCD mértékének és id6zitésének fontos szabalyozoeleme patogéntdmadas soran,
nagy koncentracioban ugyanis képes sejthalalt indukalni a kromatin-kondenzacio, valamint
a DNS-fragmentaci6 eldsegitése révén (Byczkowska és mtsai. 2013; Wang és mtsai. 2013).
A PCD soréan tapasztalhatdo ROS képzodésben betoltott szerepét igazolja, hogy a flg22 altal
indukalt oxidativ robbanas elmarad az ET inszenzitiv etrl és ein2 Arabidopsis
mutdnsokban (Mersmann és mtsai. 2010). A ROS képzdédésének pontos mechanizmusa az
ET érzékelését kovetden azonban még nem tisztazott (Perato és mtsai. 2020). A NO hatasa
az ET produkcigjara gyakran ellentmondasos, ugyanis, mig kontroll koriilmények kozott a
NO felszabaditasara képes GSNO alkalmazasa Arabidopsisban a SAMS, valamint
Brassica juncea novényekben az ACS4 proteinek S-nitrozilacidja révén csokkenteti azok
aktivitasat, addig dohany novényekben a NO donor (SNP) kezelés Pseudomonas syringae
pv. phaseolicola fertdzés soran a SA-val egyiittmiikddve fokozza az ET produkcidjat, mely
hozzajarulhat a HR kialakuldsahoz (Lindermayr €és mtsai. 2006; Mur és mtsai. 2008b;
Abat és Deswal, 2009).

A HR iniciacidja fokozott ET akkumulacioval kisért folyamat. Paradicsomban
leirtak, hogy az ET valaszgén ERF68 pozitivan regulalja a HR kialakulasat (Liu és Cheng,
2017; Boller, 2018). Emellett az ERF-2 gén csendesitése paradicsomban gatolja a
Stemphylium lycopersici fert6zést kovetd ROS produkciot és a HR indukciot (Yang és
mtsai. 2021). Pyrus pyrifolia termésben Alternaria alternata fert6zést kovetéen RNS
szekvenalasi adatok alapjan kimutattdk, hogy a nekrotikus 1ézidk megjelenése szoros

korrelaciot mutat bizonyos ACS, ACO, valamint ERF gének fokozott expresszidjaval, mely
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hozzajarul a gyors H2O2 és O2~ produkcidhoz (Wang és mtsai. 2017b). Mivel az exogén ET
kezelés pozitivan befolyasolja a Botrytis cinerea altal kivaltott betegségtiinetek
megjelenését, az ET bioszintézis inhibitorok alkalmazasa viszont gatolja azt,
megallapithaté, hogy az ET fokozza a ndvények nekrotrof patogénekkel szembeni
érzékenységét (Abeles és mtsai. 2012).

Az ET névényi immunitasban betoltott szerepére vonatkozolag sokdig az az
elképzelés bizonyult mérvadonak, miszerint az els6sorban a lokalis védekezési valaszokra,
valamint a talajlakd, nem patogén baktériumok altal generalt indukalt szisztemikus
rezisztencia kialakitasara (ISR) korlatozodik (Fu és Dong, 2013; Broekgaarden és mtsai.
2015; Nie és mtsai. 2017). A legjabb kutatdsi eredmények azonban lokalis elicitorkezelést
hogy volatilis szigndlként funkciondlva, valamint egyéb gaz halmazallapoti molekuldk
emisszidjat fokozva, a szomszédos ndvényekben is hozzajarulhat a SAR kialakuldsahoz

(Scala és mtsai. 2013; Perato és mtsai. 2020).

2.4. A kitozan

2.4.1. A Kitin és a kitozan altalanos jellemzoi és jelatvitele

A Kkitin N-acetil-D-gliikkozamin (NAG) monomerekbdl felépiilé polimer, mely a gombak
sejtfalanak {6 épitdelemeként az egyik legaltalanosabb MAMP-ként funkcional (Kaku és
mtsai. 2006). A novényi kitinaz enzimek a kitin hidrolizacidja altal kitin oligoszacharidok
(CTOS) felszabadulasat eredményezik, melyek a CERK1 receptorhoz kdtddve hatékony
immunvalaszok (pl.: sztdmazarddas) kivaltasara képesek (Ye és mtsai. 2020). Szamos
gomba a fert6zés soran specialis, tapadokorong-szeri hifa modosulat (appresszorium)
segitségével rogziil a ndvényekhez, mely a novényi sejtek kozé, vagy sejtekbe hatolast is
lehet6vé teszi (Hamer és mtsai. 1988; Osés-Ruiz és mtsai. 2021). Infekcio soran a gomba
eredetli N-deacetilazok az appresszorium felszinén elhelyezkedd kitinbdl kitozant (CHT),
mig a CTOS molekulakbol CHT oligoszacharidokat (CSOS/COS) képeznek, melyeket a
novényi kitinazok kisebb hatékonysdggal hidrolizalnak, ezaltal az infekcids struktarak
degradacioja minimalizalédik (El Gueddari és mtsai. 2002). Mivel a gombak altal
eléallitott CSOS molekuldk tobbsége teljesen deacetildlt, a receptorhoz nem képesek

kotédni, ezaltal kivédve a sztomaimmunitast (Ye és mtsai. 2020). A CHT, valamint CSOS
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képzése igy egy sziikséges prekondiciondlési 1épésnek tekinthetdé a gombafertdzés soran,
a hatékony kolonizacié megvalositasa érdekében (Narula és mtsai. 2020).

Habar a gomba sejtfal hidrolizacidja altal felszabadul6 CTOS molekulak
potencialis MAMP-ként funkciondlhatnak, laboratériumi koriilmények kozott a
gombafertézés mimikéaldsara konnyebb hasznalhatosaga kovetkeztében elsésorban a CHT
alkalmazésa terjedt el (Pusztahelyi, 2018; Brulé és mtsai. 2019). A kitin deacetilalaséval
keletkez6 kitozan (CHT) B-1,4-D-gliikkozamin és NAG monomerekbdl allo polikationos
polimer, melynek kémiai természete szabad aminocsoportjainak készonhetden kiilonbozik
a kitintél (Hadwiger, 2013). Mivel felhasznalhatosagat semleges oldatokban vald
oldhatatlansaga jelent6sen Kkorlatozza, gyakran hidrolizalt szarmazékainak (CSOS)
alkalmazasat részesitik elényben (Yin ¢és mtsai. 2009, 2013). Napjainkban ugyanakkor
egyre nagyobb figyelem iranyul az ipari alkalmazhatosagukra, mivel a CHT, valamint
kiilonb6zé CHT-szarmazékok bizonyos novény-patogén interakciok soran eldkezelésként
alkalmazva koncentracidjuk, viszkozitasuk vagy deacetilacids szintjik fliggvényében
serkenthetik a novények novekedését, fokozhatjak azok biotikus- és abiotikus stressz
rezisztencigjat, a CHT szemipermedbilis burok pedig funkcionalis biopolimerként
novelheti a gyiimolesok eltarthatosagi idejét, csokkentheti a fertézés kockazatat, valamint
minimalizalhatja a respiraciot (Malerba és Cerana, 2016; Muley és mtsai. 2019).

A kitin felismerésének jelenleg feltételezett mechanizmusa az Un. ,,szétcstszott
szendvics” modell alapjan magyarazhato Arabidopsisban (Gubaeva és mtsai. 2018).
A CTOS érzékeléséért a PM-ban lokalizalt AtCERK1 felelés, mely harom LysM tartalmu
extracellularis doménje segitségével kotddik a kitin N-acetil csoportjdhoz, majd a LysM2
kozremiikodésével két AtCERK1 egymashoz képest elcsiszva homodimerizalodik
tartalmazo receptor-szerii kinaz 1 (LYKI1) is szerepet jatszik Arabidopsisban (Shinya és
mtsai.  2015). A  tovabbi  immun-szignalizdciot intracellularis  doménjének
autofoszforilacigjat kovetden, annak Ser/Thr kinaz aktivitdsa biztositja (Desaki és mtsai.
2019; Yu és mtsai. 2021a). Rizsben ezzel ellentétben a kitint koté OsCEBiP fehérjék
heterodimert képeznek az OsCERKI1 molekulakkal, majd a kitin két komplexet
Osszekapcsolva heterotetramert képez, mig sz6ldben a VVLYK1-1 és VVLYK1-2 biztositja
a kitin altal indukalt jelatvitelt (Shinya és mtsai. 2015; Liu és mtsai. 2016b; Brulé és mtsai.
2019). Habar a CHT az egyik legismertebb MAMP, érzékelésének pontos mechanizmusa
nem tisztazott teljes mértékben (Narula és mtsai. 2020). Annak ellenére, hogy

azonositottak CHT-kotd proteint, valamint a CERKI1 esetében kimutattdk, hogy kis
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affinitassal koti a CHT-t, jelatvitele bizonyitottan CERKI1-t6] fiiggetlen utvonalon is
torténhet (Chen és Xu, 2005; Petutsching és mtsai. 2010; Povero és mtsai. 2011). Az
ellentmond6 eredmények feltételezett oka, hogy a CHT gyakran tartalmaz bizonyos
szazalékban NAG maradvanyt, ami lehetové teszi a CHT alternativ uton torténd

felismerését (Hadwiger, 2013).

2.4.2. A kitozan altal indukalt védekezési valaszok novényekben

A CHT biologiai funkcidja alapvetéen a fiziko-kémiai tulajdonsagaitol fiigg, mint a
molekulastly, a deacetilaltsadg, valamint a viszkozitds (De Bona és mtsai. 2021). Mig az
alacsony molekulasulya CHT elssorban antioxiddns hatast és hatékonyabban valt ki
védekezési valaszokat, nagy molekulasulyu formai az alkalmazott koncentraciotol fiiggéen
citotoxikus hatastak is lehetnek (Sun és mtsai. 2007; Hua és mtsai. 2019).

A CHT koncentracio-fiiggé modon in vitro gatolhatja a gombasporak csirazasat és
a hifa novekedését, mivel asvanyi anyagokat (pl.: Cu, Fe) kelatal, valamint polikationos
molekulaként roncsolja a hifak szerkezetét (pl.: Alternaria tenuissima, Aspergillus
ochraceus, Botrytis cinerea, Fusarium graminearum, Fusarium oxysporum esetében)
(Trotel-Aziz és mtsai. 2006; El Hadrami és mtsai. 2010; Liu és mtsai. 2019; Mejdoub-
Trabelsi és mtsai. 2020; Meng és mtsai. 2020; Peian és mtsai. 2021).

Direkt hatasa mellett a védelmi priming fontos eleme, mivel elicitorként fokozza a
novények immunitdsat, viszont a fertézést kovetden alkalmazva mar kevésbé hatékony
(El Hadrami és mtsai. 2010). A CHT el6kezelés mérsékli a gombafertdzést és a nekrotikus
léziok kialakulasat burgonyaban (Phytophthora infestans), paradicsomban (Alternaria
alternata) és sz6lében (Botrytis cineres), valamint a Fusarium sulphureum altal termelt
El-Garhy és mtsai. 2020; De Bona és mtsai. 2021; Huang és mtsai. 2021). Emellett ismert,
hogy bar kisebb hatékonysaggal, de szamos, els6sorban Gram-pozitiv baktérium ellen is
védelmet biztosit (pl.: Clavibacter michganensis subsp. michganensis) (Xing és mitsai.
2015). Virusokra vonatkozolag kevesebb adat all rendelkezésre, de bizonyitottan fokozza a
rezisztenciat paradicsomban uborka mozaik virus, valamint Nicotiana benthamiana
novényekben TMV fert6zés soran (Wu és mtsai. 2017; Rendina és mtsai. 2019).

A CHT felismerése altal indukalt szignalizacids héalozat fontos elemei a citoszolikus
Ca2" koncentracio novekedése, a MAPK kaszkad aktivacioja, a PM H*-ATPaz gitlasa,

valamint a ROS és reaktiv nitrogénformak termelddésének fokozéasa (Amborabé és mtsai.
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2008; Iriti és Faoro, 2009; Chandra és mtsai. 2017). Melissa officinalis névényekben
kimutattak, hogy a ROS akkumulacié a CHT-indukalta RBOH expresszi6 altal valosul meg
(Shabani és Razavizadeh, 2019). A Ca?', valamint a ROS megemelkedett szintjei
hozzajarulnak a CHT-indukalta gyors sztomazarédashoz, melyben a SLACI csatornak
aktivitasa jatszik elsOdleges szerepet (Lee és mtsai. 1999; Koers és mtsai. 2011; Wu és
mtsai. 2017). A sztdmavalaszok kivédése érdekében kifejlédott védekezési stratégia a CHT
CSOS-a alakitasa a gombak altal, melyek mivel gyakran teljesen deacetilaltak, nem
valtanak ki sztomazarddast (Ye ¢és mtsai. 2020). Borsd epidermisz-nyuzatokban NO
szintézis inhibitorok segitségével igazoltdk a NO esszencidlis szerepét a CHT-indukélta
sztomazarédasban, mely a szignalizacids halézatban a Ca?* és a ROS utin hat
(Srivastava és mtsai. 2009). A folyamat SA altal szabalyozott, mivel a SA deficiens nahG
novényekben a CHT nem képes zarni a sztomékat (Prodhan és mtsai. 2017). A CHT a
nappal kivaltott sztomazarodas mellett hajnalban hatékonyan gatolja a kék fény-indukalta
sztomanyitodast is (Ordog és mtsai. 2011).

Narula és mtsai. (2020) 325 immunvalasz protein (pl.: extracellularis matrix
strukturdlis komponensek, RLK-k, gliikanazok, kitindz), valamint 65 immunvalasz
csicseriborsd csirandvényekben, melyek hozzdjarulnak a rezisztencia kialakulasdhoz.
Szamos tanulmanyban kimutattak, hogy CHT kezelést kovetden fokozddik az enzimatikus
antioxidansok (aszkorbat-peroxiddz (APX), glutation-reduktdz (GR), gvajakol-peroxidaz
(POD), katalaz (CAT), szuperoxid-dizmutaz (SOD)) aktivitdsa, valamint a nem-
enzimatikus antioxidansok (aszkorbat, glutation) akkumulacioja (Nandeeshkumar és mtsai.
2008; Qu ¢és mtsai. 2019; Cataldo és mtsai. 2022). A CHT emellett fokozza a fenilalanin
polifenol-oxidazok aktivitasat (Jayaraj és mtsai. 2009; Liu és mtsai. 2019; Muley és mtsai.
2019).

A COS kezelés az AtMEKK1-AtMKK4/5-AtMPK3/6 kaszkadon keresztiil olyan
TF-okat aktival (WRKY 18/40/46), melyek fokozzdk a védekezésben szerepet jatszd gének
expresszidjat (Hamel és Beaudoin, 2010; Povero és mtsai. 2011). Az aktivalodo defenzinek
(DRR39/230) kozvetlen antifungélis hatassal rendelkeznek, szdmos egyéb RNaz és DNaz
aktivitdsu PR protein pedig hatékonyan gatolja a gombak RNS ¢€és DNS szintézisét
(Hadwiger, 2015). Az alacsony molekulatomegli CHT kezelés hatasara orakon beliil
fokozodik a kitinazt kodoldo PR3b expresszioja dohany novényekben, 10 6ra mulva pedig a

kitindz és B-1,3-glilkanaz (GLU) aktivitasa szdl6levélben (Aziz és mtsai. 2006; Dubin és
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mtsai. 2020). Sargarépa levélben a CHT kezelést kovetd 10-70 6ran beliil fokozodott a
PR1, kitinaz (CHI), PR5 és NPR-1 expresszioja, valamint a kitinazok és a GLU aktivitasa
(Jayaraj ¢és mtsai. 2009). De Bona ¢és mtsai. (2021), valamint El-Garhy ¢és mtsai. (2020)
azonban késleltetett valaszt figyeltek meg, mivel sz6lolevélben a PR5 indukcidja csak
6 nap utan valt szignifikanssa, a kitinazok aktivitasa pedig a kezelést kovetd 5. napon
fokozodott paradicsom termésben.

A CHT nem kizarolag lokalis rezisztenciat indukal. Buzaban a disztalis levelekben
fokozta ugyanis a CHI-, GLU-, valamint PAL expressziot, mig kivi novényekben a
szisztemikus levelek POD-, APX- és PAL aktivitasat (Corsi és mtsai. 2015; Diaz-Martinez
és mtsai. 2018). Arpaban a CHT a LAR mellett a SAR kialakulasat is indukalta 10 nap
utan, mely hatékonyan csokkentette a Blumeria graminis f. sp. hordei fertézés mértékét
(Faoro és mtsai. 2008). Paradicsomban a CHT mind a kezelt és szisztemikus levelekben
fokozta a PR proteinek (pl.: GLU, CHI, PR14) akkumulacidjat (Atia és mtsai. 2005).

A CHT koncentracidjatol és molekulasulyatol fliggéen PCD és HR kivaltasara is
képes, mely fokozott kromatin kondenzicidoval, DNS fragmentaciéval, ROS- és NO
kisért folyamat (Malerba és mtsai. 2012). Iriti és mtsai. (2006) megfigyelték, hogy a CHT
fokozza a dohany novények indukalhaté védekezését dohany nekrdzis virus (TNV) ellen,
mivel mikro-oxidativ robbanasok és mikro-HR generalasa révén lokalizalt virus infekciot
mimikéal. A PCD soran létrejott HR-szerli 1éziok koriil kalloz depozicié figyelhetd meg,
melynek kornyezetébdl felszabaduld szigndlok segitik a SAR kialakulasat (Iriti és mtsai.
2006). Minden CHT tipus esetében van azonban egy kiiszob koncentracio, mely felett a

PCD nekrotikus sejthalalba fordulhat (Iriti és Faoro, 2009).

2.4.3. Az etilén szerepe a kitozan altal indukalt védekezési valaszok
szabalyozasaban

Az ET szerepe a CHT-indukalta védekezési valaszok szabalyozasdban kevésbé ismert,
a rendelkezésre allo adatok pedig gyakran ellentmondédsosak (Broekgaarden és mtsai.
2015). Paradicsom sejtszuszpenzioban megfigyelték, hogy a CHT kezelés minddssze
kismértékben indukalta az ET szintézisét, fenyd sejtszuszpenzidban viszont jelentés ET
akkumulaciét okozott (Grosskopf és mtsai. 1991; Popp és mtsai. 1997). Széldlevélben
CHT kezelést kdvetden, 6 nap mulva fokozodott az ET bioszintézisében részt vevé ACO,

valamint a JA bioszintézis prekurzor LOX13 expresszioja (De Bona és mtsai. 2021).
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A CHT JA bioszintézist indukalé hatasat megfigyelték tobbek kozt Arabidopsisban,
olajrepcében, paradicsomban, rizsben, valamint sz6ldben (Yin és mtsai. 2006; Iriti és
Faoro, 2009; Povero és mtsai. 2011; Suarez-Fernandez és mtsai. 2020; Peian és mtsai.
2021). Sz6ldlevélben a CHT elékezelés 3 nap elteltével JA/ET-fliggd védekezési
valaszokat indukalt, azonban represszalta a SA szignalizaciot (De Bona és mtsai. 2021).
A JAJ/ET szignalizacios utvonal egyik markergénje, a PDF1.2 szintén indukalodott COS
kezelést kovetden olajrepcében, melyhez H2O, és NO sziikséges (Yin és mtsai. 2013).
Yin és mtsai. (2006) olajrepcében elvégzett cDNS microarray vizsgalatok alapjan
megallapitottak, hogy az oligoCHT kezelés egy oran beliil fokozta az ET receptor- és
valaszgének indukcigjat. Az ET valaszgén RAP expresszidja szignifikdnsan megnétt CHT
kezelés hatdsara paradicsomban (EI-Garhy és mtsai. 2020).

Ezekkel a megfigyelésekkel szemben Iriti és mtsai. (2010) kimutattak, hogy
veteménybabban az ET nem jatszik szerepet a CHT éltal indukalt rezisztencia
kialakitasaban, mivel az ET bioszintézis (AIB)- és jelatvitel (AVG) inhibitorok nem

befolyasoltak azt, valamint a CHT nem fokozta az ET produkcidjat.

2.5. A flagellin

2.5.1. A flagellin altalanos jellemz6i és jelatvitele

A flagellin a bakterilis ostor (flagellum) f6 épitéeleme, mely MAMP-ként funkcionalva
hatékonyan valt ki immunvalaszokat a ndvényekben és allatokban egyarant (Chinchilla és
mtsai. 2006). Felismerését alapvetden a fehérje konzervalt N-terminalisan talalhatd 15-22
AS-as szekvencia (flg22) biztositja, igy az epitop alapjan tervezett szintetikus peptidek
szintén potencidlis elicitorként funkcionalhatnak (Felix és mtsai. 1999; Ciarroni és mtsai.
2018). Konzervalt szerkezetébdl adédoan a novények a patogének mellett a szimbiotikus
(pl.: Rhizobium) baktériumokat is felismerik, azonban szamos esetben bizonyitottak, hogy
ezen fajokban a flg22 bizonyos AS-ai nem konzervaltak, ami megakadalyozza az epitop
immunogénként torténd azonositasat (Zipfel és Oldroyd, 2017).

A flg22 a legtobb szarazfoldi ndvény altal felismerhetd, melyet az FLS2 receptor
biztosit (Boller és Felix, 2009). Az immunvalasz kivaltasat megakadalyozva azonban a Pst
AvrPtoB lll-as tipust effektor fehérjét szekretal, mely irdnyitottan aktivalja az FLS2
proteoszomalis lebontasat (Gohre és mtsai. 2008). Ismert azonban, hogy a Solanaceae

csaladba tartoz6 fajok esetében a flgll-28, mig rizsben a CD2-1 flagellin epitépok a flg22
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mellett, specifikus receptorokhoz kapcsolédva ugyancsak potencialis MAMP-ként
funkcionalhatnak, mely feltételezhetben a ndvényi immunvalaszt esetlegesen kikeriild
baktériumok ellen kifejlodott evolucios stratégia (Fliegmann és Felix, 2016; Moroz ¢és
Tanaka, 2020).

Az FLS2 PM-lokalizalt receptor, mely a novények legtobb szervében
expresszalodik, azonban ez szigoru tér- ¢és iddébeli szabalyozas alatt all, valamint
elsosorban a bakterialis kolonizacié 4altal kiemelten érintett sztomakra, hidatodakra,
lateralis gyokerekre, valamint a vaszkularis rendszerre korlatozodik (Beck és mtsai. 2014).
A f1g22 érzékelését kovetden a LRR RK FLS2 perceken beliil heterodimert képez a szintén
LRR RK BRI1-ASSOCIATED RECEPTOR KINASE 1 (BAK1) receptorral, majd
foszforilalodik (Wang és mtsai. 2018c). A receptorkomplex foszforildlja a citoplazmatikus
Botrytis-induced protein kinase 1 (BIK1) RLK-t, mely egyrészt aktivalja a MKK4/5-
MPK3/6 és MEKK1-MKK1/2-MPK4 ttvonalakat, melyek a WRKY?22/29 és WRKY?25/33
TF-ok aktivalasaval fokozzak a védekezési gének (pl.: PDF1.2) expresszidjat, masrészt
kozvetleniil foszforilaljak, ezaltal aktivaljak az Rboh-t, mely fokozott ROS produkciot
eredményez (Zheng és mtsai. 2006; Boutrot és mtsai. 2010; Zipfel és Oldroyd, 2017).
A ROS a PM-lokalizalt Ca?* csatornak aktivéalasa révén fokozza a Citoplazmaba iranyuld
Ca?* influxot, mely aktivalja a CDPK4/5/6/11 szignaliziciés halozatot, melynek
eredményeként szintén a ndvényi immunitdsban szerepet jatszo gének aktivatorai
foszforilalodnak (Boutrot és mtsai. 2010). A CPKS5 emellett kdzvetleniil, foszforilacio
utjan aktivalja a NADPH-oxidazt, ami szintén ROS produkciét eredményez (Gravino és

mtsai. 2015).

2.5.2. A flg22 altal indukalt védekezési valaszok novényekben

Az utdbbi években szamos tanulmény igazolta, hogy a flg22 eldkezelés hatékonyan
fokozza a ndvények rezisztencidjat egy késobbi patogéntamadas soran. Ismert, hogy
gatolja a baktériumok terjedését és multiplikaciojat Arabidopsisban (Pst), paradicsomban
(Meloidogyne incognita), tarka cirokban (Herbaspirillum rubrisubalbicans), valamint
mérsékli a foldimogyord riigynekrozis virus (GBNV) altal kivaltott betegségtiinetek
megjelenését paprikaban (Park és mtsai. 2015; Rajamanickam ¢és Nakkeeran, 2020;
Tuleski és mtsai. 2020; Wang és mtsai. 2021).

A f1g22 altal indukalt legelsé, perceken beliil aktivalodo vélasz a citoszolikus Ca®*-

valamint ROS koncentracidé novekedése, melyek egymast erdsitd szignalként miikddve
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alapvetden meghatarozzak a PTI kialakulasat (Marcec ¢és Tanaka, 2021). A ROS
akkumulécié az egyik legjellemzdbb, novényfajtol fliggetlen flg22 vélasz, mely a kitin
érzékelését kovetd oxidativ robbanashoz képest altalaban jelent6sebb mértékii (Klauser €s
mtsai. 2013; Zhang és mtsai. 2015; Qi és mtsai. 2018b). A ROS produkcié szoros
Osszefliggésben all a flg22 altal indukalt sztdomazarodassal (Gohre és mtsai. 2012). A flg22
érzékelését kovetden a BAKI1 foszforildlja az OST1 kindzt, mely a Ca?* influxot
elésegitve, CPK-k kozremiikodésével aktivalja a SLAC1 és SLAC1 homolog 3 (SLAH3)
S-tipust anioncsatornakat, valamint a K csatorndkat (Guzel Deger és mtsai. 2015;
Wang ¢és Gou, 2021). A SLACI aktivitasat tovabb fokozhatja a flg22 altal indukalt SA
akkumulacié (Wang ¢és Gou, 2021). A BIK1 kinaz az Rboh mellett foszforiladlja az
OSCAL.3 Ca®* csatornat, tovabb fokozva a citoszolikus Ca?* bearamlast (Thor és mtsai.
2020). Habar a jelatvitel kezdeti 1épései az ABA 4ltal indukalt sztomazarodds soran
eltérdek, a kdzponti szerepti OST1 altal a tovabbi szignalizacids események megegyeznek
(Guzel Deger és mtsai. 2015). A flg22 a sztomazarddas indukcioja mellett a befelé
rektifikald K* csatornak represszalasival egyidejlileg gatolja a fényindukalt
sztomanyitodast is (Zhang és mtsai. 2008).

A ROS molekulék (elsdsorban a H202) a sztdmazarodas kivaltasa mellett kiillonosen
fontos szerepet jatszanak a kalloz depozicioban (Luna és mtsai. 2011; Chen ¢és mtsai.
2018b; Yu ¢és mtsai. 2021b). A kalléz akkumulacigja éltaldban a flg22 kezelést kovetd
3-24. oraban figyelheté meg, melynek elsdleges szerepe a baktériumok terjedésének
megakadalyozasa (Tuleski és mtsai. 2020). A flg22 &ltal generalt ROS azonban nem valt ki
HR-t és PCD-t (Zou €s mtsai. 2012; Hong €s mtsai. 2018).

A ROS mellett a MAPK kaszkad aktivalodasa jatszik kulcsszerepet a flg22 altal
indukalt szignalizacidoban, melyben a legtjabb kutatasok alapjan a MPK3/6 pozitivan, mig
a MPK4 pozitivan és negativan is regulalhatja a védelmi valaszok (pl.: aktin citoszkeleton
reorganizacio, génexpresszid) indukciojat (Henty-Ridilla és mtsai. 2013; Tian és mtsai.
2020). A flg22 kezelést kovetden mar 3 ora utan fokozodott rizsben a PAL gének
expresszidja (Chen és mtsai. 2018b). Arabidopsisban a flg22 kezelés 3 oran beliil
szignifikans PR2 és FIg22-induced receptor-like kinase 1 (FRK1), mig 6 o6ra mulva
fokozott PR5 expressziot eredményezett, azonban a PR1 indukcidjat a kezelést kovetden 3,
6, valamint 24 ora elteltével egyarant leirtak (Gomez-Gomez €és mtsai. 1999; Denoux €s
mtsai. 2008; Gohre és mtsai. 2012; Hong és mtsai. 2018; Wang és mtsai. 2018c; Chan és

Zimmerli, 2019). A génexpresszios valtozasok mellett Arabidopsis novényekben fokozott
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JA és SA akkumuléci6 figyelheté meg 8 oraval a flg22 kezelést kdvetden (Gravino és
mtsai. 2015).

Gohre és mtsai. (2012) leirtak, hogy flg22 kezelés soran csokkent a PsbS, valamint
a RuBisCO nagy alegységének (RbcL) mennyisége Arabidopsis csirandvényekben, ezaltal
gatlodott a CO> fixacid, ami hosszitavon novekedésgatlast eredményezett, ugyanakkor az
LHCB4 fénybegylijté komplex és az ATP-szintdz fehérjék kis mértékii akkumulécioja
lehetové tette a védekezési mechanizmusok hatékonyabb miikodését.

A flg22 a lokalis valaszok mellett SAR kivaltasara is képes (Wang ¢és mtsai. 2019;
Cecchini és mtsai. 2021). Arabidopsis novények also leveleibe torténd flg22 infiltraciot
kovetden fokozddott a szisztemikus levelek PR1-1/5 és FMO expresszidja, ez azonban a
SA deficiens mutinsokban elmaradt, bizonyitva a szerepét a flg22-indukalta SAR
kialakitasaban (Mishina €és Zeier, 2007). Ross és mtsai. (2014) szintén fokozott AtPR1
expressziot figyeltek meg a szisztemikus levelekben, viszont ez mar a kezelést kdvetd
48 oran beliil jelentkezett. Foldieperben viszont a flg22 altal indukalt szisztemikus
rezisztencia mindGssze 24 6ras védelmet biztositott Botrytis cinerea fert6zéssel szemben

(Tomas-Grau és mtsai. 2020).

2.5.3. Az etilén szerepe a flg22 iltal indukalt védekezési valaszokban

Habar az ET szamos funkcigja ismert a {flg22 altal indukdlt immunvélaszok
szabalyozéasaban, pontos szerepe napjainkban is kérdéses. Régbdta ismert, hogy a flg22
lokalisan fokozza az ET szintézisét paradicsomlevélben (Felix és mtsai. 1999). Mur és
mtsai. (2008b) monofazisos ET produkciot figyeltek meg flg22-kezelt dohdny ndvények
levelében, mely a kezelést kovetden két oran beliil jelentkezett. Park €s mtsai. (2015)
kimutattak, hogy flg22 kezelést kovetden Arabidopsis névényekben fokozodott szamos ET
bioszintézis (ACS2/6/7/8, ACO4)- szignalizacios (CTR1)- és receptor (ERS1, EIN4) gén
expresszidja. A leggyorsabban (1 6rdn beliil) a szintézis kulcsenzimeként szdmon tartott
ACS, mig 3 ora elteltével az ET receptor ETR1 és EIN2 relativ transzkript akkumulacioja
emelkedett meg (Denoux és mtsai. 2008). A flg22 kezelést kovetden, két o6ra mulva
aktivalodo WRKY18/40/33 szamos ET bioszintézis (ACS2/6/8, ACO2)- szignalizacio
(EIN2)- valamint ET valaszgén (ERF) promoteréhez kotdédott, megerdsitve az ET szerepét
a védelmi szignalizdcidban (Birkenbihl ¢és mtsai. 2017). Az ET/JA szignalizacios

utvonalon indukalodé ORAS9 a flg22 kezelést kdvetden 2 6ra, mig a PDF1.2 minddssze
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30 perc elteltével fokozott expressziot mutatott Arabidopsis névényekben (Birkenbihl és
mtsai. 2017; Hong és mtsai. 2018).

Az FLS2 expresszioja szorosan Osszefiigg az ET szignalizacioval, ugyanis ET
indukalni (Boutrot és mtsai. 2010; Mersmann és mtsai. 2010). Laluk és mtsai. (2011)
kimutattdk, hogy a BIK1 aktivaciojaban szintén szerepet jatszik az EIN3. Chen és mtsai.
(2009) viszont Arabidopsis ein3-1 és eill-1 kettds mutansokban fokozott kall6z depoziciot
és PR1 expressziot figyeltek meg, mely azt feltételezi, hogy ezek a PTI negativ regulatorai.
Az ET szerepe a flg22 éltal indukdlt immunvalaszok sordn elsésorban a lokalis ROS
akkumulaci6, sztdmazarodas, valamint a kalloz depozicid indukcidjara korlatozodik, mivel
ezek az AtACS2/6 expressziotol fiiggenek, valamint gatoltak az Atetrl ¢és Atein2
mutansokban (Mersmann ¢és mtsai. 2010; Yu és mtsai. 2021b).

Annak ellenére, hogy az ET-, JA- és SA szignalizacid pozitivan befolydsolja a
flg22 altal indukalt immunitast, hormon bioszintézis €s jelatviteli mutansok segitségével
bizonyitottdk, hogy egyik hormon sem nélkiilozhetetlen a LAR kialakulasahoz (Zipfel és
mtsai. 2004; Ferrari és mtsai. 2007; Nicaise és mtsai. 2009; Tsuda és mtsai. 2009; Wang ¢és
mtsai. 2018c). Az ET szignalizacio alapvetéen nem befolyasolja a MAPK haldzat
aktivitdsat, viszont a lokalis redox valaszokat mérsékl6 ERFO019 indukalja azt
(Mersmann és mtsai. 2010; Lu és mtsai. 2020). A flg22 a MAPK3/6 jelatvitel gatlasan
keresztiil mérsékli a fumonizin Bl (FB1) altal okozott sejthalalt, viszont ennek
szabalyozasa szintén fliggetlen az ET-t6l (Igarashi ¢és mtsai. 2013). Ugyanakkor
megfigyelték, hogy szamos ACS izoforma, valamint ERF aktivitdsa azok MPK3/6 altali
foszforilacidjanak fliggvényében valtozik (Liu és Zhang, 2004; Bethke és mtsai. 2009;
Tian és mtsai. 2020). Az igy aktivaloddo ERF TF-ok olyan GCC motivumokat tartalmazé
promoterekhez kapcsolodnak, melyek elsddlegesen a védekezésben szerepet jatszo
(pl.: PR) génekben talalhatok meg, ezaltal hozzajarulnak a PTI kialakulasahoz (Ohme-
Takagi és Shinshi, 1995; Bethke és mtsai. 2009; Clay és mtsai. 2009).
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3. Célkituzések

Munkénk soran célul tliztiik ki a gomba sejtfal eredeti CHT, valamint a bakterialis flg22
elicitorok  altal  indukalt védekezési valaszok napszakfiiggd regulaciojanak
tanulmanyozasat, intakt paradicsom novények levelében. A védekezési valaszok cirkadian
regulacidja mellett kiilonos figyelmet szenteltiink a fény direkt szabalyoz6 szerepének
feltarasara, ugyanis, mig a novényi védekezési folyamatok molekularis mechanizmusa
sz¢éleskortien kutatott, azok kiilonb6zé kornyezeti faktorokkal vald kolcsonhatisa még
kevésbé feltart (Igbal és mtsai. 2021). Ugyanakkor a lokalis védekezési valaszok mellett,
az elicitorok altal indukalt szisztemikus valaszok detektalasara is fokuszaltunk, melynek
érdekében kisérleteinket intakt névények meghatarozott levélemeletein végeztiik el. Mivel
még nem sziiletett olyan dsszefoglald tanulmany, mely a kiilonb6z6 szisztemikus szignalok
aktivalodasanak és terjedésének gyorsasagat ugyanazon ndvényfajban, ugyanazon
kornyezeti koriilmények kozott vizsgalna (Fichman és Mittler, 2020), munkank soran a
»gyors” és ,lassu” védekezési valaszokat egyarant tanulmdnyozva monitoroztuk ezen
folyamatok idoéfliggését. Az elicitor kezelések altal indukalt lokalis és szisztemikus
védekezési valaszok ET-fliggésének felderitése érdekében vizsgalatainkat ET receptor
mutans (Never ripe) paradicsom novényeken is elvégeztiik, mivel az ET alapvet6en
meghatarozhatja a védekezési valaszokat biotikus stressz soran, a hormon pontos szerepe

azonban még jorészt ismeretlen (Perato és mtsai. 2020).

Kutatasaink soran az alabbi fobb kérdésekre kerestiik a valaszt:

1. Hogyan hat a kiilonb6z6 napszakokban alkalmazott CHT kezelés a paradicsom
novények lokalis és szisztemikus leveleinek sztomamozgasara, valamint a
zarosejtek ROS és NO produkcidjara az id6 fliggvényében?

2. Milyen napszakfliggd valtozasok figyelhet6k meg a zardsejtek és mezofillum sejtek
klorofill fluoreszcencia indukcios paramétereiben a CHT kezeléseket kdvetden a
kiilonb6z6é idépontokban, illetve hogyan hat a kiilonb6zé napszakokban torténd
CHT kezelés a védekezésben szerepet jatszo hormonok szignalizacidjara?

3. A cirkadidn szabalyozastol fiiggetleniil, a ndvények gyors, CHT-indukalta
védekezési valaszainak kialakulasa fligg-e a fény jelenlététol? Emellett szerepet

jatszik-e az ET a gyors, CHT altal indukalt lokalis és szisztemikus ROS és NO
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produkcid, a sztémazarddas, az ET akkumulacid, valamint a PR3 expresszio
szabalyozasaban?

A CHT altal kivaltott védekezési folyamatok aktivacidja hozzajarulhat-e az ER
stressz  kialakulasdhoz? Megfigyelhet6-e ezzel péarhuzamosan lokalis vagy
szisztemikus UPR, hogyan befolyasolja ezek kialakulasat az aktiv ET jelatvitel
hidanya?

Milyen kiilonbségek figyelhetok meg a kiilonb6z6é napszakokban alkalmazott flg22
kezelések soran indukalodo, gyors lokalis €s szisztemikus valaszok soran a ROS ¢és
NO metabolizmusban? Hogyan befolyasolja mindezt az ET?

Hogyan véltoznak a fény- vagy sotétszakaszban torténd flg22 kezeléseket kovetden
a rovid idén beliil indukdldodd hormonalis szignalizacidés folyamatok, és a fobb
védekezési hormonok (ET, JA, SA) lokalis és szisztemikus akkumuléacioja?

Milyen hatassal van a fény jelenléte vagy hianya a kezelés idépontjaban a flg22
hosszutavu, fotoszintetikus aktivitdsra gyakorolt hatdsaira a sztomakban és a
mezofillum sejtekben?

Hogyan befolyéasolja az ET és a fény a flg22 4ltal kivaltott, hosszutava fébb
védekezési valaszokat, illetve hatdssal van-e a késébbiekben a novények felépitd

anyagcseréjére?
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4. Anyagok és modszerek

4.1. Novénynevelési koriilmények

Kisérleteinkhez Solanum lycopersicum L. cv. Ailsa Craig vad tipusu (VT) és ET receptor
mutans Never ripe (Nr) paradicsom novényeket hasznaltunk fel. A magok csiraztatasa
3 napon keresztiil, sotétben, 26°C-on tortént szlirOpapiron. Csirazast kdvetden a novények
két hetes korukig perlitben, majd 8 hétig hidroponikus kulturaban névekedtek. A tapoldat
cser¢jét kétnaponta végeztiik, mely a kovetkezd makro- és mikroelemekbdl allt: 2 mM
Ca(NOs)2, 1 mM MgSO4, 0,5 mM KH;POs, 0,5 mM NaHPO4, 0,5 mM KCI, 10° M
MnSQO4, 5:107 M ZnSO4, 107 M CuSOs, 107 M (NH4)sM07024, 107 M AICl3, 107 M
CoCl, 10° M H3BOs3, 2:10° M Fe(lll)-EDTA. A tapoldat pH-ja 5,8 volt. A ndvényeket
12/12 o6ras nappali/éjszakai fotoperiddusban (6-18:00 fényszakasz, 18-6:00 sotétszakasz),
200 pmol m?2 st fényintenzitas [tavoli vords LED fénnyel kiegészitett fehér LED (5700 K)
megvilagitas; PSI, Drasov, Cseh Koztarsasag], 24/22°C nappali/éjszakai homérséklet és
55-60%-0s relativ paratartalom mellett neveltiik (Poor és mtsai. 2011). A kisérleteket

legalabb 3 alkalommal ismételtiik.

4.2. Az alkalmazott kezelések

A gomba eredeti és bakterialis MAMP-ok ET-fiiggd hatasainak tanulmanyozasa
érdekében az intakt VT és Nr ndvények hajtascsticstol szamitott 6. levélemeletén talalhatd
leveleinek abaxialis felszinét kezeltiik CHT, valamint flg22 elicitorokkal, mokusszdr ecset
segitségével. A lokalis védekezési reakciok mellett az egész ndvényre kiterjedd,
szisztemikus valaszok detektalasa érdekében minden kisérletet elvégeztiink a kezelt
levélemelethez képest disztalisan elhelyezkedd, hajtascstiicstol szamitott 5. levélemeletrdl
szdrmazo ,,szisztemikus” leveleken is. A CHT kezelésekhez alacsony molekulatomegii
CHT-t (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 100 mM natrium-acetat pufferben (AA; pH
3,6) oldottunk fel, 10 mg ml? koncentracioban, melyet a késdbbiekben térzsoldatként
hasznaltunk a kezeldoldat készitéséhez (Shepherd ¢és mtsai. 1997). A torzsoldatbol
inkubacids pufferrel [10 mM KCIl, 5 mM 2-(N-morfolino)-etanszulfonsav (MES), pH 6,15]
higitottunk 1 mM AA és 100 ug mlt CHT végkoncentricioju kezeldoldatot. A kontroll
kezeléseket CHT nélkiili, 1 mM AA tartalmi inkubécios pufferrel végeztiik (Ordog és
mtsai. 2011). A bakteridlis elicitor kezelésekhez 5 pM flg22 (Genscript Biotech
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Corporation, Piscataway, NJ, USA) oldatot hasznaltunk, mely esetében a flg22 feloldasara
hasznalt steril desztillalt viz szolgalt kontroll kezeldoldatként (Zhang €s mtsai. 2008).

4.2.1. L. kisérleti elrendezés

A CHT altal indukalt védekezési valaszok napszak-, valamint fényfliggésének
tanulmanyozasa érdekében a VT paradicsom novények hajtascsucstdl szamitott
6. levélemeletét kiilonb6zdé napszakokban kezeltik a gomba eredetli elicitorral. A késé
délutani (17:00), esti (21:00), valamint hajnali (4:00) kezeléseket kovetden a védekezési
valaszok monitorozasa szintén kiilonb6zd iddpontokban (5:00; 9:00; 15:00) tortént. A fény
novényi védekezési valaszokra gyakorolt, kozvetlen hatdsdnak vizsgalatdhoz a reggel
(8:00) torténd CHT kezeléseket kdvetden parhuzamosan tartottunk novényeket fényben és

sotétben a 9, illetve 15 orakor torténé mintavételekig (1. abra).

CHT+1

Kontroll
(AA)

Sotétszakasz Sotétszakasz
18:00 6:00 18:00

17:00 21:00 4:00 8:00

Kezelési id6pontok

5:00 9:00 15:00
Mintavételi id6pontok

1. abra: L. kisérleti elrendezés. A CHT altal indukalt védekezési valaszok napszak-, valamint

fényfliggésének vizsgalata.
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4.2.2. 11. Kkisérleti elrendezés

Tovébbi kisérleteink soran a CHT kezelések rovidtavi hatasaira fokuszalva a reggel (8:00)
kezelt novények gyors védekezési valaszait egy oOraval késobb (9:00) vizsgaltuk meg.
A CHT kezeléseket kdvetden a ndvények egy részét mesterséges sotét kornyezetben tartva
a fény direkt hatasat vizsgaltuk a CHT-indukalta gyors lokalis és szisztemikus védekezési

valaszokra (2. dbra).

CHT+1

Kontroll
(AA)

8:00 9:00
8:00 9:00
Kezelési idépont Mintavételi id6pont

2. abra: II. kisérleti elrendezés. A CHT altal indukalt gyors lokalis és szisztemikus védekezési

valaszok fényfiiggésének vizsgalata.

4.2.3. I11. kisérleti elrendezés

A flg22 altal indukalt gyors védelmi valaszreakciok napszakfiiggésének tanulmanyozasa
érdekében a fényszakasz végén (17:00), valamint a sététszakasz kezdetén (21:00) végeztiik
a flg22 kezeléseket, melyeket kovetéen 30 perc (17:30; 21:30), vagy 1 ora elteltével
(18:00; 22:00) detektaltuk a lokalis és szisztemikus védekezési valaszok indukcidjat

(3. 4bra).
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Kontroll+1 Flg22+1

Kontroll
(Viz)

Sotétszakasz Sotétszakasz
6:00 18:00 6:00

__
fl 1

Kezelési idépontok 17:00 21:00

17:30 21:30  Mintavételi id6pontok
18:00 22:00

3. abra: III. kisérleti elrendezés. A flg22 altal indukalt gyors lokalis és szisztemikus védekezési

valaszok napszak-, valamint fényfiiggésének vizsgalata.

4.2.4. 1V. kisérleti elrendezés

A flg22 altal indukalt hosszatdva lokalis és szisztemikus védelmi valaszreakciok
napszakfiiggését a fényszakasz végén (17:00), valamint a sotétszakasz kezdetén (21:00)
torténd flg22 kezeléseket kovetden, a kovetkezé fényciklus kezdetén (9:00) vizsgaltuk meg

(4. dbra).

Kontroll+1 Flg22+1

Kontroll 2
1 (Viz) ‘ Fig22
7 : 7 ;
Y .
Ca

¥
&>
Sotétszakasz Sotétszakasz
6:00 18:00 6:00

-
t 1

Kezelési idépontok  17:00  21:00

Mintavételi id6pont 9:00

4. abra: IV. kisérleti elrendezés. A flg22 altal indukalt hossz(tav( lokalis és szisztemikus

védekezési valaszok napszakfiiggésének vizsgalata.
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4.3. Zaroésejteken végzett kisérletek

4.3.1. Epidermisz-nyuzatok készitése

A CHT vagy fl1g22 kezeléseket kovetden a hajtascsucstol szamitott 5. és 6. levélemeletrdl
szarmazd levelek abaxidlis felszinérdl kozvetlenil a mintavételek utdn, azonnal
epidermisz-nyuzatokat készitettiink csipesz segitségével. Ezt kovetben a nytzatokat 3,5 ml
inkubdcios puffert tartalmazo6, 35 mm atmérdjii milanyag vagy iivegalji Petri-csészébe
(MatTek Co., Ashland, MA, USA) helyeztilk, majd feddlemezzel vagy fémracs

segitségével rogzitettiik azokat a Petri-csészék aljahoz (Zhang és mtsai. 2001).

4.3.2. A sztomaapertura vizsgalata

A mintavételek utdn készitett epidermisz-nylzatokrol rogton fényképet készitettiink
mikroszkop segitségével (Nikon Eclipse TS-100, Nikon Instruments, Tokid, Japan)
(Melotto és mtsai. 2006). A sztomak porusatmérdjét a nyuzatok véletlenszeriien
kivalasztott teriiletein az Image-Pro Plus 5.1 szoftverrel (Media Cybernetics, Inc.,
Rockville, MD, USA) hataroztuk meg. A kisérletek soran harom kiilonb6z6 ndvényrol
szarmaz6 nyuzatokon, legalabb 30-40 sztomaapertirat vizsgaltunk meg, melyet harom

kiilonbo6z0, fiiggetlen kisérletben ismételtiink.

4.3.3. A zarosejtek ROS és NO produkciojanak meghatarozasa

A sztomak ROS produkcidjat 2°,7’-dikloro-dihidro-fluoreszcein diacetat (H.DCFDA), mig
a NO termelddését 4-amino-5-metilamino-2°,7’-difluoro-fluoreszcein diacetat (DAF-FM
DA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) festéssel vizsgaltuk meg az epidermisz-
nyuzatokban (Suhita ¢és mtsai. 2004; Bright és mtsai. 2006). A nyuzatokat inkubacios
pufferrel készitett 10 uM H>DCFDA vagy 10 uM DAF-FM DA oldatban 30 percig
sOtétben, szobahdmérsékleten inkubaltuk. Az inkubécios 1d6 leteltével a nyizatokat kétszer
mostuk at inkubacios pufferrel.

A fluoreszcencia intenzitdsat Zeiss Axiowert 200 M tipusu fluoerszcens
mikroszkoppal (Carl Zeiss Inc., Jéna, Németorszag) detektaltuk. A nytzatokrdl nagy
felbontasu digitalis kamera (Axiocam HR, HQ CCD kamera) segitségével készitettiink
fotokat, melyhez 10-es filter szettet (gerjesztés: 450-495 nm, emisszio: 515-565 nm)
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hasznaltunk, majd a fluoreszcencia intenzitdsat Axiovision Rel. 4.8. (Carl Zeiss Inc.,
Miinchen, Németorszag) szoftver segitségével hataroztuk meg. Kisérletenként legalabb
30-40, harom kiilonb6zé névényrdl szarmazod sztomat vizsgaltunk meg, melyet harom

fliggetlen alkalommal ismételtiink.

4.3.4. A zarosejtek klorofill fluoreszcencia indukcios paramétereinek
meghatarozasa

A zarosejtek klorofill fluoreszcenciajat a kezeléseket kovetden specidlis, Zeiss Axiovert 40
inverz epifluoreszcens mikroszkophoz (Carl Zeiss Inc., Jéna, Németorszag) csatlakozo
PAM klorofill fluorométerrel (Microscopy-PAM; Heinz Waltz GmbH, Németorszag)
hataroztuk meg szobahdmérsékleten, sotétben. Minden kezelés soran négy, kiillonb6zo
novényrdl készitett nyuzaton 1-2 random moddon kivalasztott sztdbma 6nallo, mezofillum
sejtektol fiiggetlen fotoszintetikus aktivitdsat vizsgaltuk meg. A kisérleteket haromszor
ismételtiik. Kozvetleniil a nyazatkészités utan, 10 percig sotétadaptaltuk a nyuzatokat,
majd a beadllitott paraméterekkel elinditottuk a mérést. A mért klorofill fluoreszcencia
értékekbol (Fm, Fo, Fv, Fs, Fm’, Fo’) a kdvetkezd paramétereket hataroztuk meg (Genty és
mtsai. 1989; Kramer és mtsai. 2004):
1. Fv/Fm: a PSII maximalis kvantumhatasfoka s6tétadaptaciot kovetden.

Fv/Fm= (Fm-Fo)/Fm
2. Ops)i: a PSII effektiv kvantumhatasfoka fényadaptaciot kovetden.

Dpsii = (Fm’-Fs)/Fm’
3. qP: a fotokémiai kioltési egylitthato.

qP = (Fm’-Fs)/(Fm’-Fo’)
4. NPQ: a fényindukalt energia disszipaci6 kvantumhatasfoka a PSII rendszerben.

NPQ = (Fm-Fm’)/Fm’

4.4. Intakt leveleken végzett kisérletek

4.4.1. A szuperoxid gyokanion produkciéo meghatarozasa

A levelek Oz tartalmat Chaitanya és Naithani (1994) modszere alapjan hataroztuk meg.
100 mg levelet 1 ml jéghideg 0,1 M natrium-foszfat pufferben (pH 7,2) homogenizaltunk,
mely 1 mM natrium-dietil-ditiokarbamat-trihidrat (SDDT; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
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USA) SOD inhibitort tartalmazott. Centrifugalast kovetden (18890 g, 15 perc, 4°C) 300 pl
feliiliszot 650 pl 0,1 M natrium-foszfat puffer (pH 7,2) és 50 pl 12 mM nitrokék-
tetrazolium-Klorid (NBT; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) tartalmu reakcioelegybe
helyeztiink. A mintak abszorbancidjat a reakcid kezdetétdl szamitott 2. (A0O) és 7. (AS)
percben, 540 nm-en fotometriasan detektaltuk (KONTRON, Miland, Olaszorszag). A Oz~
mennyiségét a AA540 = AS-AO0 formula segitségével hataroztuk meg, majd az
eredményeket friss tomegre (FT) vonatkoztattuk AA540 (min™t gFT™).

4.4.2. A H20; produkciéo meghatarozasa

Az alkalmazott kezelések H202 produkciora gyakorolt hatasainak vizsgalatahoz 200 mg
levélszovetet eldorzsoltink 1 ml jéghideg 0,1% triklorecetsavval (TCA), majd
lecentrifugaltuk (13400 g, 10 perc, 4°C). 250 pl feliilaszohoz 250 pl 50 mM kélium-foszfat
puffert (pH 7,0) és 500 ul 1 M kalium-jodid oldatot adtunk, majd 10 perc s6tétben torténd
inkubéciot kdvetden a mintdk abszorbancidjat 390 nm-en mértiik meg spektrofotométerrel
(KONTRON, Milané, Olaszorszag) (Velikova és mtsai. 2000). A H202 mennyiségét HoO»
higitasi sorbol készitett, standard kalibracidés egyenes alapjan hataroztuk meg, majd az

eredményeket pmol gFT™ formatumban adtuk meg.

4.4.3. A NO akkumulaci6janak meghatarozasa

A NO képzddésének levélszovetekben torténd vizualizacidjahoz a kiilonbozd kezeléseket
kovetden inkubécids pufferben oldott 10 uM DAF-FM DA festékkel infiltraltunk
levélkorongokat 30 percig sotétben, szobahdmérsékleten, majd az inkubdcios pufferrel
torténd mosasi 1épéseket kovetden a NO mennyiségét a gerjesztdé fény altal indukalt
fluoreszcencia emisszié alapjan, a kordbban ismertetett modszerek segitségével hataroztuk

meg (Poor és mtsai. 2015).

4.4.4. Az intakt levelek klorofill fluoreszcencia indukcios paramétereinek
meghatarozasa

Az intakt paradicsomlevelek fotoszintetikus aktivitasat a klorofill fluoreszcencia alapjan,
PAM klorofill fluorométer (PAM-2000; Heinz-Walz, Effeltrich, Németorszag)

segitségével hataroztuk meg. A levelek 15 perces sotétadaptalasat kovetden a méréseket
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Poor és Tari (2012) modszere alapjan végeztik el, melynek soran az Fv/Fm, ®psu, gP,
valamint NPQ paramétereket a kordbban bemutatott formulak alapjan hatiroztuk meg.
Minden kezelés esetében négy, kiilonb6z0 novényrdl szarmazd levélen végeztik el a

méréseket.

4.4.5. A sztomakonduktancia és a CO; asszimilaciéo meghatarozasa

A kiilonb6z6 kezelések hatasat a levelek sztdémakonduktanciajara és a CO2 asszimildciora
hordozhaté fotoszintézis-méré miiszer (LI-6400, LI-COR Inc., Lincoln, NE, USA) és a
hozzakapcsolt infravords gazanalizator segitségével, 200 umol m? st fényintenzitason
torténd megvilagitast kovetden hatdroztuk meg, Podr és mtsai. (2011) modszere alapjan.
A mérés sordn a kamraban mindvégig standard koriilményeket biztositottunk (25°C,

65 + 10% relativ paratartalom, 400 pmél mél™ CO, koncentracio).

4.4.6. Az ET produkcié meghatarozasa

A levelek ET emisszidjanak meghatarozasahoz 500 mg levelet 25 ml térfogatt gazgyiijté
iivegekbe helyeztiink, melyeket szilikongumival ellatott kupakkal zartunk le. A mérés
megkezdése el6tt az ET-t 1 oran keresztiil gyijtottik sotétben, 25°C-on. Az inkubaciot
kovetden 1égmentesen zaré Hamilton-fecskendé (Hamilton, Reno, NV, USA) segitségével
2,5 ml térfogatu gazt injektaltunk a langionizacios detektorral és aktivalt aluminium
oszloppal felszerelt gazkromatografba (Hewlett-Packard 5890 Series Il; Palo Alto, CA,
USA). A hélium vivégaz aramlasi sebessége 35 cm?® perc?, a hidrogéné 30 cm? perc?,
a levegdé 350 cm® perc? volt. Az injektor hémérséklete 120°C, a kolonnaé 100°C, a
langionizacios detektoré 160°C volt. A termelédott ET mennyiségét standard allapoti,
(Poor és mtsai. 2015). Minden kezelés esetében a méréshez hasznalt leveleket hat

kiilonb6z6 noveényrdl gylijtottiik. A méréseket harom alkalommal ismételtiik.

4.4.7. A SA- és a JA tartalom meghatarozasa

A kezelt, valamint szisztemikus levelek SA  tartalmdt  nagynyomasu
folyadékkromatografias (HPLC) analizissel hataroztuk meg. A mérés soran 1 g levelet

folyékony nitrogénben elporitottunk, majd centrifugacsévekben 2 ml 70%-0s metanolt
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adtunk hozza, mely 250 ng orto-anizinsavat (0ANI) és 25 mg para-hidroxi-benzoesavat
(pPHBA) tartalmazott. Centrifugalast kovetéen (10000 g, 20 perc) a pelletet 2 ml 90%-0s
metanolban Ujra feloldottuk, majd szobahOmérsékleten vakuum alatt a vizes fazisig
beparoltuk. A maradék vizes fazishoz 1 ml 5%-0s TCA-t adtunk, majd ujra
lecentrifugaltuk (15000 g, 10 perc). A feliiliszot 3 ml ciklohexan:etil-acetat 1:1 (v/v)
aranyu elegyével kétszer extrahaltuk, melynek soran a szabad fenolos savak a felsd,
szerves fazisba keriiltek. A metanolban o0ld6do, kotott fenolos vegyiileteket az also, vizes
fazis tartalmazta, melynek savas hidrolizisét 1,3 ml 8 N HCl-ban oldott 250 ng oANI és
25 ng pHBA hozzaadasat kovetden 60 percig, 80°C-on végeztiik, majd e mddszer alapjan
kétszer particionaltuk. A szerves fazisokat vakuum alatt beparoltuk, majd a HPLC
analizishez hasznalt elsé mobilis szolvens 1 ml-ében feloldottuk. A szabad SA tartalmat
reverz-fazis oszloppal (Supelcosil ABZ Plus, 5 pum; 150x4,6 mm) ellatott HPLC
késziilekkel (WATERS, Milford, MA, USA), 25°C-on hatidroztuk meg, melynek
detekcidja 305 nm gerjesztési €s 407 nm emisszids hullimhosszokon tortént, UV/VIS
detektor (W474 szkenning fluoreszcencia detektor, Waters, MA, USA) segitségével (Pal és
mtsai. 2005).

A kezeléseket kovetden a JA tartalom valtozasat Pal és mtsai. (2019) modszere
alapjan hataroztuk meg, ultra nagyhatékonysagu folyadékkromatografiass (UPLC)
analizissel, melyhez Waters Acquity I class UPLC-t hasznaltunk (Milford, MA, USA).
Ezt kdvetden a tomegspektrometriai analizist Unispray Source ionizatorral (Milford, MA,
USA) ellatott Waters Xevo TQXS tomegspektrométerrel (Milford, MA, USA) hajtottuk
végre. Az adatok elemzéséhez Waters MassLynx 4.2 ¢és TargetLynx szoftvereket
hasznaltunk.

A hormontartalmak meghatarozasat kétszer ismételtiik, melyek sordn minden
esetben kezelésenként 6t parhuzamossal dolgoztunk, melyekhez legalabb hat kiilonb6zd

névényrdl gytijtottiink mintat. A SA és a JA mennyiségét ng gF T értékben adtuk meg.

4.4.8. RNS izolalas, DNaz kezelés, cDNS iras, qRT-PCR

A nodvényekbdl szarmazd 0ssz-RNS kivondsdhoz koriilbeliill 100 mg, folyékony
nitrogénben, kvarchomok segitségével elporitott mintdhoz 1 ml TRI reagenst adtunk
(1,82 M guanidium izotiocianat, 11,36 mM natrium-citrat, 200 mM kalium-acetat (pH 4,0),
0,73 mM N-laurilszarkozin, 45,45% fenol), majd 65°C-on 3 percig torténd inkubaciot
kovetéen 200 ul kloroformot adtunk hozza. Centrifugalast kdvetdéen (11180 g, 15 perc,
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4°C) a feliiluszot 375 pl kloroform:izoamilalkoholba (24:1) pipettaztuk, majd ismét
lecentrifugaltuk azonos koriilmények kozott. A feliiluszot S00 pl izopropanolba helyezve
10 percig szobah6émérsékleten inkubaltuk. Centrifugalas utan a pelletet 500 pl 70%-0s
hideg etanollal tisztitottuk, majd az RNS-t 30 pl molekularis tisztasaghi vizben
(AccuGENE®, Lonza Group Ltd, Basel, Svéjc) oldottuk fel.

A genomi DNS maradvanyok eltdvolitasa érdekében a mintdkat DN4z enzimmel
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA) kezeltiik. A reakcié 8 pl DNaz puffert,
34 ul molekularis tisztasagh vizet és 0,4 ul RNaz inhibitort (Fermentas UAB, Vilnius,
Litvania) tartalmazott, melyhez elébb 15 pl RNS mintat, majd 8 ul DNaz enzimet adtunk
(Fermentas UAB, Vilnius, Litvania). A mintakat 37°C-on 30 percig, majd 65°C-on
10 percig inkubaltuk. A fehérjéket 300 pl kloroform és 300 pl fenol segitségével
tavolitottuk el, majd a minték centrifugalasat kovetden (16090 g, 15 perc, 4°C) a feliiluszot
tovabb tisztitottuk 400 pl kloroformmal. Ismételt centrifugdlas utdn a feliiluszot 550 pl
hideg 96%-o0s ectanol és 20 pul 3 M-0s Na-acetat elegyében egy éjszakan at -20°C-on
inkubaltuk. Centrifugalast kovetden (16090 g, 10 perc, 4°C) a pelletet 500 pl 70%-0s hideg
etanollal mostuk, majd 30 pl molekularis tisztasagu vizben oldottuk fel. Az esetleges RNS
NanoDrop ND-1000 spektrofotométer (NanoDrop Technologies, Washington, DC, USA)
segitségével hataroztuk meg.

A tisztitott RNS 1 pg-jabol 200 U reverz transzkriptaz (RT) enzim (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA USA) segitségével cDNS-t szintetizaltunk, 4 ul RT reakcid
puffert, 0,5 ul random hexamer primert, 1 ul 25 mM-os dANTP keveréket, 0,5 ul RNaz
inhibitort és 13 upl molekularis tisztasaghh vizet tartalmazd reakcidelegyben
(Chomczynski és Sacchi, 2006). A reakcié 37°C-on 1 6ran 4t tartott. A vizsgalni kivant
gének expresszios mintazatait QRT-PCR (kvantitativ valds-ideji polimeraz lancreakcio)
késziilekkel hataroztuk meg (QTOWER Real-Time qPCR System, Analytik Jena, Jéna,
Németorszag). Az NCBI  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) ¢és  Sol  Genomics
(http://solgenomics.net/) adatbdzisokbdl azonositott szekvencidkra a Primer 3 szoftver
segitségével terveztiink primereket (1. melléklet), melyek génspecifitasat az NCBI BLAST
segitségével ellendriztiik (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) (Takécs és mtsai. 2016).
A gRT-PCR reakcidelegy 5 ul 2X Maxima SYBR Green gPCR Master Mix-bdl (Thermo
Scientific, Waltham, MA, USA), 3 ul nukleazmentes vizbdl, 0,4 pl primer parbol, és
1,6 pl, 20-szorosara higitott cDNS-bdl allt. A reakcid soran az elsd, 7 percig tartd, 95°C-on

torténd denaturacios Iépést egy 40 ciklusbol allo, ismétlédd reakcidsor kovette
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(15 masodperc, 95°C; 1 perc, 60°C). A PCR lefutdsa utan a termékek specifikussagat az
olvadasi gorbék nyomonkdvetésével ellendriztiik. Az adatok analizis¢éhez qTOWER 2.2
szoftvert hasznaltunk (Analytik Jena, Jéna, Németorszag) (Takacs ¢és mtsai. 2018).
A génexpresszids adatok normalizaldsahoz a vizsgalt szovetekben mindvégig konstans
moédon  expresszalodd paradicsom elongacios faktor la (SIEFIa) referenciagént
hasznaltuk. A génexpresszios valtozasokat a 2(24%Y modszer alapjan hataroztuk meg
(Livak és Schmittgen, 2001). A kapott eredményeket a vizsgalt idépontokban a vad tipusu,
fényben tartott novények also, kontroll oldattal kezelt (AA/steril desztillalt viz) leveleinek

kezdeti, kontroll értékeire normalizaltuk.

4.4.9. A fehérjetartalom meghatarozasa

A fehérjetartalom meghatarozasat Bradford (1976) modszere alapjan végeztiik. A mérések
soran 2 pl feliiliszot adtunk 900 pl desztillalt vizhez és 100 pl Bradford festékhez (Biorad,
Hercules CA, USA), majd alapos keverést kdvetden a mintdkat 595 nm-en fotometraltuk
(KONTRON, Milang, Olaszorszag). A fehérjetartalmat borju szérum albumin (BSA;
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) standard higitasi sorral késziilt kalibracio alapjan

hataroztuk meg.

4.4.10. A novényi Kkitinaz aktivitas meghatarozasa

A kiilonbozd kezelések ndvényi kitindz enzimek aktivitdsdra gyakorolt hatdsat Yan és
Fong (2018) modszerének kisebb moddositasaval hataroztuk meg. A fehérjéket 500 mg
novényi mintabol, 1 ml 50 mM natrium-acetat puffer (pH 5,0) segitségével vontuk ki.
A mintak centrifugalasat kovetéen (16090 g, 15 perc, 4°C) 50 ul feliiliszot pipettaztunk
0,45 ml 50 mM natrium-acetat pufferbe (pH 5,0), mely 0,5 mg ml* p-nitrofenil N-acetil-B-
D-gliikozamidint [p-NP-(GIcNAc)n] (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) tartalmazott.
A mintakat 15 percig 37°C-on inkubaltuk, majd a reakciot 1 ml 0,4 M NaxCOs
hozzéadasaval allitottuk le. A p-nitrofenol felszabadulas altal kivaltott szinvaltozast
fotometridsan, 405 nm-en detektaltuk (KONTRON, Milén6, Olaszorszag). 1 U az a kitindz
aktivitas, ami a p-NP-(GIcNAc)n szubsztratbol 1 perc alatt 1 pmol p-nitrofenol
felszabaditasara képes pH 5,0 tartomanyban, 37°C-on. A kitindz aktivitast

fehérjetartalomra vonatkoztatva adtuk meg U mg protein h't értékben.
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4.4.11. Western blot analizis

A vizsgalni kivant, specifikus fehérjék produkciojanak valtozasat Western blot modszerrel
hataroztuk meg. 200 mg ndvényi mintat folyékony nitrogénben elporitottunk, majd a
fehérjék extrakcigjat 400 pl modositott Lacus pufferrel [25 mM Tris-HCI (pH 7,8), 10 mM
MgCl,, 15 mM EGTA, 75 mM NaCl, 1 mM ditiotreitol (DTT), 0,5 mM fenil-metil-
szulfonil-fluorid (PMSF), 0,05% Triton X-100] végeztik el (Hurny és mtsai. 2020).
A mintak centrifugéalasat kovetden (16090 g, 20 perc, 4°C) azok fehérjetartalmat Bradford
(1976) moédszere alapjan hataroztuk meg. Mintanként 15 pg proteint tartalmazo kivonatot
denatural6 poliakrilamid gélelektroforézissel (SDS-PAGE; Cleaver Scientific Ltd., Rugby,
Warwickshire, UK) valasztottunk el 12%-os szeparal6 gélen, majd PVDF membranra
(Immobilon-P, Millipore, Bedford, MA, USA) transzferaltuk (200 mA, 70 perc).
A membranok blottolasa 24 mg mI™t BSA-t tartalmazoé TBS-T [50 mM Tris-HCI (pH 8,0),
150 mM NaCl, 0,05% Tween 20) oldattal tortént szobahdmérsékleten, 1 oran keresztiil.
A Dblottolast kdvetéen a membranokat TBS-T-ben oldott anti-PR3 (AS07 207, 8 pg/ml),
anti-BIP2 (AS09 481, 1:2000) vagy anti-Aktin (AS13 2640, 1:3000) els6dleges (nyul)
antitestekkel (Agrisera, Vannds, Svédorszag) jeloltik egy éjszakan keresztiil, 4°C-on.
Az inkubaciot kovetéen a nem kotddott antitesteket haromszori mosassal tavolitottuk el,
majd torma-peroxidaz (HRP) enzimmel konjugalt, kecskében termelt anti-nyal IgG
masodlagos antitesttel (Agrisera, Véinnés, Svédorszag) végeztiik az elsddleges antitestek
specifikus immunoldgiai jelolését 1 6ran at, szobahdmérsékleten. Négy tjabb mosasi 1€pést
kovetéen HRP szubsztratként funkcionald, luminol- és H2O> tartalmu oldatokban 4 percig
inkubaltuk a membrant (Western Chemiluminescent HRP Substrate, Immobilon, Millipore,
USA), majd a kemilumineszcens szignalt C-DiGit Western Blot Scanner (LI-COR,
Lincoln, Nebrasca, USA) segitségével detektaltuk (Meng €s mtsai. 2016).

4.4.12. Statisztikai analizis

A mért adatokat SigmaPlot 11 (Systat Software Inc., Erkrath, Németorszag) program
segitségével dolgoztuk fel és értékeltiik ki. A kontrolltol valo szignifikéns kiilonbségeket
az egy- vagy kétutas ANOVA varianciaanalizist kovetéen Duncan- vagy Holm-Sidak-féle
teszttel allapitottuk meg, ahol a statisztikailag szignifikéns, kiilonb6zo betiivel jelolt
atlagok P<0,05 valoszinliségi szinten térnek el egymastol. Az eredményeket éatlag

+ standard hiba (SE) formatumban &brazoltuk.
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5. Eredmények

5.1. A CHT-indukalta lokalis és szisztemikus védekezési valaszok fény-,
valamint napszakfiiggésének vizsgalata paradicsom novényekben

5.1.1. A sztomaapertira méretének valtozasa a kiilonb6z6 napszakokban
alkalmazott CHT kezeléseket kovetoen

A gomba eredetii CHT elicitor napszakfiiggd hatdsainak vizsgalata érdekében kiilonb6zo
idopontokban (a fényszakasz végén, 17 orakor; a sotétszakasz kezdetén, 21 oOrakor ¢€s a
sOtétszakasz végén, 4 orakor) elvégzett kezeléseket kovetéen a védekezési valaszok
indukcidjat szintén tobb napszakban detektaltuk (hajnalban, 5 orakor; reggel, 9 orakor,
valamint délutan, 15 oérakor). A fény CHT-indukalta védelmi vélaszokra gyakorolt, direkt
hatasanak tisztazasa céljabol a fényszakasz elején, 8 orakor kezelt ndvényeket
parhuzamosan tartottunk fényben, illetve sotétben a 9, valamint 15 orakor torténd
mintavételekig (1. kisérleti elrendezés).

Korabbi tanulményainkbol ismert, hogy az intakt paradicsom ndvények sztémai
hajnalban kezdenek el nyitddni, melynek maximumat 12 orakor érik el, ezt kovetden
viszont lassan csokken a sztomaapertirak mérete. Erdekes modon a CHT hajnalban,
5 orakor kizarolag a 17 orakor torténd kezelés esetén gatolta a sztomanyitodast (5. abra,
A), viszont a hajnali kezelések reggel 9 orakor csokkentették szignifikansan a sztomak
pérusatmérdjét lokalisan ¢és szisztemikusan egyarant (5. abra, C). Ezzel szemben a
sOtétben, 21 oOrakor elvégzett kezelések egyik vizsgalt id6pontban sem valtottak ki
szignifikans sztdmazarddast (5. dbra, B). Megallapithato tovabba, hogy a CHT a kezelések
idopontjatol fiiggetleniil, nem befolyasolja a sztomamozgast késé délutan (15:00)

(5-6. abra).
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5. dbra: A sztomaapertira méretének valtozasa intakt vad tipust paradicsom ndvények abaxialis
levélfelszinérol készitett epidermisz-nytzatokon, a fényszakasz végén (17:00, A), este (21:00, B),
valamint hajnalban (4:00, C) torténé kitozan (CHT) kezeléseket kovetden, kiillonbozo
idépontokban (5:00; 9:00; 15:00) (Atlag+SE, n=3). A kontrolltél valo szignifikans kiilonbségeket
kétutas ANOVA varianciaanalizist kdvetéen Holm-Sidak-féle teszttel allapitottuk meg, ahol a
kiilonb6zo betiivel jelzett oszlopok P<0,05 valoszinlségi szinteken, szignifikansan kiilénboznek
egymastol. A nagybetiis jelolés ugyanazon id6pontban a kiilonbdz6 kezelések, mig a kisbetiis
némenklatira ugyanazon kezelés kiilonb6zé idépontokban kivaltott hatasainak Osszehasonlitasat
reprezentélja. (Kontroll: 1 mM AA puffer (fehér oszlopok); CHT: 100 ug ml* kitozant tartalmazo6
1 mM AA puffer (fekete oszlopok); CHT+1: a CHT-kezelt levelektél disztalisan elhelyezkedd,
kezeletlen levélemelet (sziirke oszlopok)).
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A CHT a reggeli (8:00) kezeléseket kovetden a fény jelenlététdl fiiggetleniil
mindossze egy ora elteltével (9:00) szignifikdnsan csokkentette a sztomak porusatmérgjét.
A lokalis sztémavalaszok mellett a CHT szignifikans sztomazarodast indukalt a kezelt
levelekhez képest disztalisan elhelyezkedd, szisztemikus levelekben is, mely a 8 6rakor
torténd kezeléseket kovetden egy o6ra mulva jelentkezett, a fényben és sotétben tartott

novényekben egyarant (6. abra).
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6. abra: A sztomaapertira méretének valtozasa intakt vad tipusu paradicsom novények abaxidlis
levélfelszinérol készitett epidermisz-nyuzatokon, a reggel (8:00) torténd kitozan (CHT) kezeléseket
kovetéen parhuzamosan fényben (sima oszlopok) vagy sotétben (savozott oszlopok) tartott
noévényekben, killonbozé idépontokban (9:00; 15:00) (AtlagtSE, n=3). A kontrolltél vald
szignifikans kiilonbségeket kétutas ANOVA varianciaanalizist kovetéen Holm-Sidak-féle teszttel
allapitottuk meg, ahol a kiilonbozé betlivel jelzett oszlopok P<0,05 valosziniiségi szinteken,
szignifikansan kiilonboznek egymastdl. A nagybetiis jelolés ugyanazon idépontban a kiilonb6zo
kezelések, mig a kisbetiis nomenklatura ugyanazon kezelés kiilonb6zé iddpontokban kivaltott
hatasainak Osszehasonlitasat reprezentalja. (Kontroll: 1 mM AA puffer (fehér oszlopok); CHT:
100 pg ml?t kitozant tartalmaz6 1 mM AA puffer (fekete oszlopok); CHT+1: a CHT-kezelt
levelektdl disztalisan elhelyezkedd, kezeletlen levélemelet (sziirke oszlopok)).

5.1.2. A zarosejtek ROS-, valamint NO produkcidjanak valtozasa a kiillonbozo
napszakokban alkalmazott CHT kezeléseket kovetéen

Mivel a sztdbmamozgast alapvetden a ROS és NO szabalyozzdk, a CHT kezelések
napszakfiiggd, sztomazarodasra gyakorolt hatasainak igazolasat kovetden megvizsgaltuk,
hogyan valtozik a zarosejtekben a ROS és NO mennyisége, a kiilonb6zd napszakokban
torténd CHT kezeléseket kovetéen. A CHT minden esetben, a kezelések idépontjatol
fiiggetlentil szignifikans ROS produkciot valtott ki a fényciklus elsd felében a sztomakban,
ez azonban lényegesen magasabb volt 9 orakor, mint 5 orakor, kiilondsen az este,

21 érakor kezelt novények esetében (7. abra). Erdekes modon azonban a NO termel6dését
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a CHT délutan (15:00) fokozta szignifikdnsan a sotét periodusban (21:00, 5:00) végzett
kezeléseket kovetden (7. abra, D, F). A fényszakasz végén (17:00) torténé CHT kezelések

eredményeként azonban reggel, 9 6rakor nétt meg a NO szintje szignifikansan (7. abra, B).
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7. abra: A zarésejtek ROS (H.DCFDA fluoreszcencia; A, C, E) és NO (DAF-FM DA
fluoreszcencia; B, D, F) produkcidjanak valtozasa intakt vad tipust paradicsom novények abaxialis
levélfelszinérol készitett epidermisz-nytzatokon (kontroll%-ban kifejezve), a fényszakasz végén
(17:00; A, B), este (21:00; C, D), valamint hajnalban (4:00; E, F) torténé kitozan (CHT)
kezeléseket kovetden, kiilonboz6 iddpontokban (5:00; 9:00; 15:00) (Atlag+SE, n=3). A kontrollté]
valo szignifikans kiilonbségeket kétutas ANOVA varianciaanalizist kovetéen Holm-Sidak-féle
teszttel allapitottuk meg, ahol a kiilonb6z6 betiivel jelzett oszlopok P<0,05 valdsziniiségi szinteken
szignifikdnsan kiillonbdznek egymastol. A nagybetiis jeldlés ugyanazon idépontban a kiilonb6zo
kezelések, mig a kisbetlis nomenklatura ugyanazon kezelés kiilonb6z6 idopontokban kivaltott
hatasainak Osszehasonlitasat reprezentalja. (Kontroll: 1 mM AA puffer (fehér oszlopok); CHT:
100 ug ml? kitozant tartalmaz6 1 mM AA puffer (fekete oszlopok); CHT+1: a CHT-kezelt
levelektol disztalisan elhelyezkedo, kezeletlen levélemelet (sziirke oszlopok)).

A reggeli (8:00) CHT kezeléseket kovetden fokozott ROS produkcidé volt
tapasztalhat6 a fényben, valamint sotétben tartott ndvények zarosejtjeiben 9 érakor, mely a
fény jelenlétében a disztalis levelekben is jelentkezett (8. dbra, A). A NO akkumulécidja
azonban a reggeli (8:00) CHT kezelések utan mesterséges sotét kornyezetben tartott
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novények zardsejtjeiben 1 ora elteltével (9:00) és délutan (15:00) is szignifikans mértékben
fokozodott (8. abra, B). Erdekes modon a reggeli kezeléseket kovetden a CHT a lokalis
levelektol disztalisan elhelyezkedd, szisztemikus levelek zardsejtjeiben is, fényben és

sOtétben egyarant (8. abra, B).
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8. abra: A zardsejtek ROS (H.DCFDA fluoreszcencia; A) és NO (DAF-FM DA fluoreszcencia; B)
produkcidjanak valtozasa intakt vad tipust paradicsom névények abaxialis levélfelszinérdl készitett
epidermisz-nyuzatokon (kontroll%-ban kifejezve), a reggel (8:00) torténd kitozan (CHT)
kezeléseket kdvetden parhuzamosan fényben (sima oszlopok) vagy sotétben (savozott oszlopok)
tartott novényekben, kiilonbozé idépontokban (9:00; 15:00) (Atlag+SE, n=3). A kontrolltél vald
szignifikans kiilonbségeket kétutas ANOVA varianciaanalizist kdvetéen Holm-Sidak-féle teszttel
allapitottuk meg, ahol a kiilonb6zé betiivel jelzett oszlopok P<0,05 valoészinliségi szinteken
szignifikdnsan kiilonboznek egymastol. A nagybetiis jeldlés ugyanazon idépontban a kiilonb6zd
kezelések, mig a kisbetlis nomenklatura ugyanazon kezelés kiillonbozé idépontokban kivaltott
hatasainak Osszehasonlitasat reprezentalja. (Kontroll: 1 mM AA puffer (fehér oszlopok); CHT:
100 ug ml? kitozant tartalmaz6 1 mM AA puffer (fekete oszlopok); CHT+1: a CHT-kezelt
levelektol disztalisan elhelyezkedd, kezeletlen levélemelet (sziirke oszlopok)).

5.1.3. A zarosejtek fotoszintetikus aktivitasanak valtozasa a kiillonb6z6
napszakokban alkalmazott CHT kezeléseket kdvetoen

A CHT kezelések hatasat a zardsejtek fotoszintetikus aktivitdsdra azok PSII klorofill
fluoreszcencia indukcids paramétereinek valtozadsai alapjan kovettik nyomon. A PSII
maximalis kvantumhatasfoka (Fv/Fm) kismértékben csokkent reggel 9 drakor, a gomba
elicitor kezeléseket kovetden, elsosorban annak sotétben torténd alkalmazasa soran
(9. ébra, C). Emellett a PSII effektiv kvantumhatdsfoka (®psi) szintén jelentsen
visszaesett a hajnalban végzett CHT kezeléseket kovetden reggel (9:00), valamint délutan
(15:00) (9. abra, F). A fotokémiai kioltas (qP) csokkenése a fényszakasz végén (17:00)
alkalmazott CHT kezelést kovetéen, masnap délutan (15:00) valt szignifikanssa

(9. édbra, G). A CHT ugyanakkor nem volt hatassal a nem-fotokémiai kioltdsra (NPQ) a
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sztomakban (9. abra, J-L) a fényszakasz végén (17:00) torténd kezelést koveté masnap

délutani idépont (15:00) kivételével, ahol szignifikansan novelte azt (9. abra, J).
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9. abra: A zardsejtek klorofill fluoreszcencia indukcios paramétereinek [Fu/Fm (A-C), @psi (D-F),
gP (G-1), NPQ (J-L)] valtozasa intakt vad tipust paradicsom ndvények abaxialis levélfelszinérol
készitett epidermisz-nytzatokon, a fényszakasz végén (17:00; A, D, G, J), este (21:00; B, E, H, K),
valamint hajnalban (4:00; C, F, I, L) torténé kitozan (CHT) kezeléseket kovetden, kiilonbdzo
idépontokban (5:00; 9:00; 15:00) (Atlag+SE, n=3). A kontrolltol valé szignifikans kiilonbségeket
kétutas ANOVA varianciaanalizist kovetéen Holm-Sidak-féle teszttel allapitottuk meg, ahol a
kiilonboz6 betiivel jelzett oszlopok P<0,05 valdszinliségi szinteken szignifikansan kiilonboznek
egymastol. A nagybetiis jelolés ugyanazon id6pontban a kiilonb6zo kezelések, mig a kisbetiis
némenklatira ugyanazon kezelés kiilonboz6 idépontokban kivaltott hatasainak Osszehasonlitasat
reprezentalja. (Kontroll: 1 mM AA puffer (fehér oszlopok); CHT: 100 ug ml? kitozant tartalmazo
1 mM AA puffer (fekete oszlopok); CHT+1: a CHT-kezelt levelektdl disztalisan elhelyezkedd,
kezeletlen levélemelet (sziirke oszlopok)).

Erdekes modon a reggel 8 orakor, a maximalis sztomanyitottsdg idészakaban
alkalmazott CHT kezelés nem befolyasolta szignifikansan az Fv/Fm, ®psu, gP, valamint
NPQ paramétereket (10. abra, A-D). Ugyanakkor a gomba elicitor kezeléseket kovetden,
az elsd fényperiddus alatt nem volt detektalhatd szignifikdns csokkenés a szisztemikus

levelek sztomainak klorofill fluoreszcencia indukcids paramétereiben (9, 10. dbra).
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10. abra: A zarésejtek klorofill fluoreszcencia indukcios paramétereinek [Fu/Fm (A), ®@psu (B), gP
(C), NPQ (D)] valtozasa intakt vad tipust paradicsom novények abaxialis levélfelszinérol készitett
epidermisz-nyuzatokon, a reggel (8:00) torténd kitozan (CHT) kezeléseket kovetéen parhuzamosan
fényben (sima oszlopok) vagy sotétben (savozott oszlopok) tartott ndvényekben, kiilonbozo
idépontokban (9:00; 15:00) (Atlag+SE, n=3). A kontrolltol valé szignifikans kiilonbségeket kétutas
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ANOVA varianciaanalizist kovetéen Holm-Sidak-féle teszttel allapitottuk meg, ahol a kiilonb6z6
bettivel jelzett oszlopok P<0,05 valdsziniiségi szinteken szignifikdnsan kiilonboznek egymastol.
A nagybetis jelolés ugyanazon idépontban a kiilonb6z6 kezelések, mig a kisbetlis ndmenklatira
ugyanazon kezelés kiilonb6zé idépontokban kivaltott hatasainak Osszehasonlitasat reprezentalja.
(Kontroll: 1 mM AA puffer (fehér oszlopok); CHT: 100 pg ml? kitozant tartalmazé 1 mM AA
puffer (fekete oszlopok); CHT+1: a CHT-kezelt levelekt6l disztalisan elhelyezkedd, kezeletlen
levélemelet (sziirke oszlopok)).

5.1.4. A mezofillum sejtek fotoszintetikus aktivitasanak valtozasa a Kiilonb6z6
napszakokban alkalmazott CHT kezeléseket kovetéen

A zarosejtek vizsgalatat kovetéen, a CHT kezelések mezofillum sejtek fotoszintetikus
aktivitasara gyakorolt hatdsainak feltdrasa érdekében a klorofill fluoreszcencia indukcids
paraméterek analizisét a kiilonb6z6 napszakokban alkalmazott CHT kezeléseket kdvetden,
intakt leveleken is elvégeztik. Mig a ®psy, valamint qP paraméterek szignifikansan
csokkentek hajnalban, a 17 orakor alkalmazott CHT kezeléseket kdvetéen (11. abra, D, G),
ezzel parhuzamosan az NPQ szignifikans novekedést mutatott ugyanezen iddpontban
(11. abra, J). A sotétszakasz végén torténé CHT kezelések eredményeként szignifikansan
csokkent hajnalban a ®psy, mig délutan a dpsyi és a qP (11. abra, F, 1), az NPQ viszont

reggel mutatott szignifikans ndvekedést (11. abra, L).
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11. abra: A Klorofill fluoreszcencia indukcios paraméterek [Fu/Fm (A-C),®psu (D-F), gP (G-I),
NPQ (J-L)] valtozasa intakt vad tipust paradicsom noévények leveleiben, a fényszakasz végén
(17:00; A, D, G, J), este (21:00; B, E, H, K), valamint hajnalban (4:00; C, F, I, L) toértén6 kitozan
(CHT) kezeléseket kovetéen, kiilonbozé idépontokban (5:00; 9:00; 15:00) (AtlagtSE, n=3).
A kontrolltél vald szignifikans kiilonbségeket kétutas ANOVA varianciaanalizist kovetéen Holm-
Sidak-féle teszttel allapitottuk meg, ahol a kiilonb6z6 betiivel jelzett oszlopok P<0,05 valdszintiségi
szinteken szignifikansan kiilonboznek egymastol. A nagybetlis jelolés ugyanazon idOpontban a
kiilonb6z6 kezelések, mig a kisbetlis nomenklatira ugyanazon kezelés kiilonbdzé idépontokban
kivaltott hatasainak Osszehasonlitasat reprezentalja. (Kontroll: 1 mM AA puffer (fehér oszlopok);
CHT: 100 pg ml! kitozant tartalmazod 1 mM AA puffer (fekete oszlopok); CHT+1: a CHT-kezelt
levelektdl disztalisan elhelyezkedd, kezeletlen levélemelet (sziirke oszlopok)).

A CHT ugyanakkor nem befolyasolta szignifikansan a mezofillum sejtek klorofill
fluoreszcencia indukcios paramétereit a reggeli kezeléseket kovetden (12. abra). Emellett a
gomba elicitor kezelések idopontjatol fiiggetleniil, a disztalis levelek mezofillum sejtjeiben
sem tapasztaltunk szignifikans valtozast a vizsgalt klorofill fluoreszcencia indukcios

paraméterekben.

70



Aa 5. A3 Aa Az Aa
22 Am 5 g
3.5 m .. __,ZE
£ osq
b
e
L 044
024
0.0
05
_ ARtARs Bb
— 0.6 F e
w
0
e ..
024
0.0
Aa A3 ag -
Ba
0.8 - T £
0,6 4
o
o
0.4 4
024
0.0 p .
| [ Kentroll {£ny)
i D =] Kentroll {s&tét)
o W CHT (fEny)
= T (SEY
= CHT+1 (Eny)
10 i
2 ; A CHT+1 (s8Et)
o T =
0z
o =
Z ..
b
. Aa A
04 Ab

00

9:00 15:00
ld6pont

12. abra: A klorofill fluoreszcencia indukcios paraméterek [Fu/Fm (A), @psii (B), gP (C), NPQ (D)]
valtozésa intakt vad tipust paradicsom ndvények leveleiben, a reggel (8:00) torténd kitozan (CHT)
kezeléseket kdvetden parhuzamosan fényben (sima oszlopok) vagy sotétben (savozott oszlopok)
tartott novényekben, kiilonb6z6 idépontokban (9:00; 15:00) (Atlag+SE, n=3). A kontrolltol vald
szignifikans kiilonbségeket kétutas ANOVA varianciaanalizist kdvetéen Holm-Sidak-féle teszttel
allapitottuk meg, ahol a kiilonb6zé betiivel jelzett oszlopok P<0,05 valdszinliségi szinteken
szignifikansan kiilonboznek egymastol. A nagybetis jelolés ugyanazon idépontban a kiilonb6zo
kezelések, mig a kisbetlis némenklatira ugyanazon kezelés kiilonb6z6 idépontokban kivaltott
hatasainak Osszehasonlitdsat reprezentalja. (Kontroll: 1 mM AA puffer (fehér oszlopok); CHT:
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100 ug ml? kitozant tartalmaz6 1 mM AA puffer (fekete oszlopok); CHT+1: a CHT-kezelt
levelektdl disztalisan elhelyezkedd, kezeletlen levélemelet (sziirke oszlopok)).

5.1.5. A f6bb védekezési hormonvalasz gének expresszidjanak valtozasa a
kiilonboz6 napszakokban alkalmazott CHT kezeléseket kivetoen

Tovabbi kisérleteink soran megvizsgaltuk, hogy mely fébb védekezési hormonvalasz
gének expresszalodnak a CHT kezelések hatasara, valamint azok rendelkeznek-e napszak-,
fény-, vagy levélemelet-specifikus kifejez0dési mintazattal az elicitor kezeléseket
kovetden. A legerdteljesebb indukcid a gomba elicitor alkalmazéasa soran a SA markergén
SIPR1 expresszidjaban jelentkezett (13. abra, A, C, E; 14. abra). Az SIPR1 kifejez6dése
mar a legkordbbi vizsgalt id6pontban, hajnalban is szignifikans novekedést mutatott a
CHT-kezelt levelekben. Expresszidos maximumat 9 orakor érte el, az esti, 21 orakor torténd
CHT kezeléseket kovetden (13. abra, C).

Erdekes médon az SIERF1 expresszidja hajnalban mutatott szignifikans indukciot,

a 17, valamint 21 6rakor alkalmazott CHT kezeléseket kdvetden (13. abra, B, D).
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13. abra: Az SIPR1 (A, C, E) és az SIERF1 (B, D, F) relativ transzkript szintjének valtozasa intakt
vad tipusu paradicsom novények leveleiben, a fényszakasz végén (17:00; A, B), este (21:00; C, D),
valamint hajnalban (4:00; E, F) torténé kitozan (CHT) kezeléseket kdvetden, kiilonbozo
idépontokban (5:00; 9:00; 15:00) (Atlag=SE, n=3). A kontrolltol valé szignifikans kiilonbségeket
kétutas ANOVA varianciaanalizist kdvetéen Holm-Sidak-féle teszttel allapitottuk meg, ahol a
kiilonb6z6 betiivel jelzett oszlopok P<0,05 valoésziniiségi szinteken szignifikansan kiilonboznek
egymastol. A nagybetiis jelolés ugyanazon idépontban a kiilonbozd kezelések, mig a kisbetiis
némenklatira ugyanazon kezelés kiilonbdz6 idépontokban kivaltott hatasainak Osszehasonlitasat
reprezentélja. (Kontroll: 1 mM AA puffer (fehér oszlopok); CHT: 100 ug ml* kitozant tartalmazo6
1 mM AA puffer (fekete oszlopok); CHT+1: a CHT-kezelt levelektdl disztalisan elhelyezkedd,
kezeletlen levélemelet (sziirke oszlopok)).
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Az SIPR1 kapcsan a legfontosabb eredmények azonban reggel, a korai
fényszakaszban voltak megfigyelhetok, ahol a CHT mindossze 1 oran beliil indukalta
annak kifejez6dését a fényben (14. abra, A). A parhuzamosan s6tétben tartott novényekben
ugyanakkor gatlodott az SIPR1 transzkriptumok akkumulacidja. Az SIPR1 lokalis
kifejez6dése mellett expresszidja szignifikansan fokozddott 1 ora alatt a disztélis
levelekben is (14. abra, A).

Emellett a gomba elicitor 1 6ran beliill fokozta az SIERF1 kifejez6dését,
amennyiben reggel tortént a kezelés (14. abra, B). Ugyanakkor az SIERF1 relativ
transzkript akkumulacidja szignifikansan megnétt a sotétben. Az SIPR1-hez hasonloan az
SIERF1 kifejezddése is szignifikansan fokozodott reggel, 1 draval a gomba elicitor kezelést

kovetden a kezelt levélemelethez képest disztalisan elhelyezkedd, szisztemikus levelekben
(14. abra).
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14. abra: Az SIPR1 (A) és az SIERF1 (B) relativ transzkript szintjének valtozasa intakt vad tipusa
paradicsom novények leveleiben, a reggel (8:00) torténd kitozan (CHT) kezeléseket kdvetden
parhuzamosan fényben (sima oszlopok) vagy sotétben (savozott oszlopok) tartott ndvényekben,
kiilonboz6 idépontokban (9:00; 15:00) (Atlag+SE, n=3). A kontrolltdl valé szignifikans
kiillonbségeket kétutas ANOVA varianciaanalizist kovetéen Holm-Sidak-féle teszttel allapitottuk
meg, ahol a kiilonbozé betiivel jelzett oszlopok P<0,05 valdsziniiségi szinteken szignifikansan
kiilonbdznek egymastol. A nagybetlis jelolés ugyanazon id6pontban a kiilonb6z6 kezelések, mig a
kisbetis nomenklatira ugyanazon kezelés kiilonb6zo idépontokban kivaltott hatasainak
Osszehasonlitasat reprezentalja. (Kontroll: 1 mM AA puffer (fehér oszlopok); CHT: 100 ug ml?
kitozant tartalmaz6 1 mM AA puffer (fekete oszlopok); CHT+1: a CHT-kezelt levelektdl
disztalisan elhelyezkedd, kezeletlen levélemelet (sziirke oszlopok)).
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5.2. A fény és az ET szerepének vizsgalata a CHT-indukalta lokalis és
szisztemikus védekezési valaszok szabalyozasaban

5.2.1. A CHT sztomazarodasra gyakorolt hatasainak fény- és ET-fiiggése

Az ¢l6z6 alfejezetben leirt megfigyeléseink soran igazoltuk, hogy a CHT hatasa alapvetéen
fiigg attdl, hogy a kezelések mely napszakban torténtek, viszont a mesterséges sotét
kornyezetben vagy fényben tartott ndvényeknél szintén jelentds kiilonbségeket

tapasztaltunk a védekezési valaszok indukcidjdban, ami azok koézvetlen, fény altali

crer

crcr

Eredményeink alapjan a CHT rovid id6n beliil, minddssze 30 perc vagy 1 ora alatt
szignifikansan csokkentette fényben a VT ndvények sztdmaapertirdjanak méretét. A CHT
hatdsa azonban nem kizardlag a kezelt levélemeletekre terjedt ki, hanem az azoktol
disztalisan elhelyezkedd, szisztemikus levelekben is detektalhatd volt. Fény hianyaban
ezen lokalis és szisztemikus sztomavalaszok szintén megfigyelhetéek voltak a VT
novények esetében, ugyanakkor az ET inszenzitiv Nr mutansokban a CHT nem volt képes

a sztdbmazarodas kivaltasara (15. abra).

6,0

A 30 min B 60 min ] VT fény
=1 Nrfény
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15. abra: A sztdmaapertira méretének valtozasa intakt vad tipusa (VT, sima oszlopok) és ET
inszenzitiv, Never ripe (Nr) mutans (savozott oszlopok) paradicsom ndvények abaxialis
levélfelszinérdl készitett epidermisz-nyuzatokon, a reggel (8:00) torténd kitozan (CHT) kezeléseket
kovetéen parhuzamosan fényben (fehér oszlopok) vagy sotétben (fekete oszlopok) tartott
novényekben, 30 perc (8:30, A) vagy 60 perc (9:00, B) elteltével (Atlag+SE, n=3). A kontrolltol
valod szignifikans kiilonbségeket egyutas ANOVA varianciaanalizist kovetéen Duncan-féle teszttel
allapitottuk meg, ahol a kiilonb6zé betlivel jelzett oszlopok P<0,05 valosziniiségi szinteken,
szignifikansan kiildnbdznek egymastol. (Kontroll: 1 mM AA puffer; CHT: 100 ug ml? kitozant
tartalmazod 1 mM AA puffer; CHT+1: a CHT-kezelt levelektdl disztalisan elhelyezkedd, kezeletlen
levélemelet).
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5.2.2. A ROS produkcio fény- és ET-fiiggo valtozasa a CHT kezeléseket
kovetden

Vizsgalataink soran azt tapasztaltuk, hogy a Oz~ szintje mind6ssze kismértékben, a CHT
alkalmazasat kovetden 30 perccel emelkedett meg a VT ndvények kezelt levélemeleteiben
(16. abra, A). Ugyanakkor 1 6ra mulva ez tovabb fokozddott a szisztemikus levelekben is,
mely tendencia azonban sokkal erdteljesebb volt fényben a mesterséges sotét kdrnyezetben
tartott novényekhez viszonyitva, melyek lokalis leveleiben a disztalis levélemeletekhez
képest kismértékii Oz~ tartalom csokkenés volt tapasztalhaté a CHT kezelést kovetden.
A VT novényekkel szemben, a Nr mutansokban viszont a CHT kezelés nem befolyasolta
szignifikansan a Oz~ produkcidt (16. bra, B).

A H;0; termelddése azonban sem a VT, sem a Nr novényekben nem mutatott
szignifikans valtozast a lokalis vagy szisztemikus levelekben, a CHT kezeléseket kdvetd
30 vagy 60 perc elteltével (16. abra, C, D). A sotétben tartott Nr novények leveleinek H20-
tartalmaban azonban jelentds novekedés volt megfigyelheté 60 perc elteltével, melyet sem

a CHT kezelés, sem a levélemelet nem befolyésolt (16. abra, D).

20
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16. abra: A O, (A, B) és a H,O; (C, D) tartalom valtozasa intakt vad tipust (VT, sima oszlopok)

és ET inszenzitiv, Never ripe (Nr) mutans (savozott oszlopok) paradicsom novények leveleiben,
a reggel (8:00) torténd kitozan (CHT) kezeléseket kovetéen parhuzamosan fényben (fehér
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oszlopok) vagy sotétben (fekete oszlopok) tartott névényekben, 30 perc (8:30, A, C) vagy 60 perc
(9:00, B, D) elteltével (Atlag+SE, n=3). A kontrolltl valo szignifikans kiilonbségeket egyutas
ANOVA varianciaanalizist kdvetéen Duncan-féle teszttel allapitottuk meg, ahol a kiilonb6zd
betiivel jelzett oszlopok P<0,05 valdszintliségi szinteken, szignifikansan kiilonbdznek egymastol.
(Kontroll: 1 mM AA puffer; CHT: 100 ug ml? kitozant tartalmazd 1 mM AA puffer; CHT+1:
a CHT-kezelt levelektdl disztalisan elhelyezkedd, kezeletlen levélemelet).

5.2.3. A NO termelodésének fény- és ET-fiiggoé valtozasa a CHT kezeléseket
kovetden

A ROS mellett a NO produkciojat szintén meghataroztuk. A CHT 30 percen beliil egyik
genotipusban sem valtott ki szignifikans valtozast a NO produkciojaban (17. ébra, A),
novények lokalis és szisztemikus leveleiben, fényben és sotétben egyardnt, mely

minddssze a sotétben tartott VT ndvények disztalis leveleiben maradt el (17. abra, B).
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17. abra: A NO tartalom valtozasa (DAF-FM DA fluoreszcencia) intakt vad tipust (VT, sima
oszlopok) és ET inszenzitiv, Never ripe (Nr) mutans (savozott oszlopok) paradicsom ndvények
leveleiben (kontroll%-ban kifejezve), a reggel (8:00) torténd kitozan (CHT) kezeléseket kovetden
parhuzamosan fényben (fehér oszlopok) vagy sotétben (fekete oszlopok) tartott ndvényekben,
30 perc (8:30, A) vagy 60 perc (9:00, B) elteltével (Atlag+SE, n=3). A kontrolltdl vald szignifikans
kiilonbségeket egyutas ANOV A varianciaanalizist kdvetden Duncan-féle teszttel allapitottuk meg,
ahol a kiillonbozd betiivel jelzett oszlopok P<0,05 valoszinliségi szinteken, szignifikansan
kiilonboznek egymastol. (Kontroll: 1 mM AA puffer; CHT: 100 ug ml? kitozant tartalmazé 1 mM
AA puffer; CHT+1: a CHT-kezelt levelektél disztalisan elhelyezkedd, kezeletlen levélemelet).

5.2.4. Az ET jelatvitel és a fény szerepe a CHT-indukalta ET produkciéban

érdekében az elicitor kezeléseket kdvetden megvizsgaltuk a levelek altal kibocsatott ET
mennyiségét. Mig a CHT a VT novényekben, fényben 1 ora alatt lokalis ET emissziot
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indukalt, addig a sotétben tartott ndvényekben nem volt megfigyelheté ez a valtozas.
Szisztemikus ET produkcio egyik vizsgalt genotipusban sem jelentkezett a CHT kezelések

hatasara (18. abra).

0,20
[ VT fény
E=1 Nr fény
0.25 VT eSiEt
v Nrsdtet

0.20

0,15 4

ab

0,10

Etilénprodukcid
(nl gFT" A"

7
7

CHT+1

0,05 4

0,00

Kezelések

18. abra: Az etilén (ET) tartalom valtozasa intakt vad tipust (VT, sima oszlopok) és ET
inszenzitiv, Never ripe (Nr) mutans (savozott oszlopok) paradicsom névények leveleiben, a reggel
(8:00) torténd kitozan (CHT) kezeléseket kovetéen parhuzamosan fényben (fehér oszlopok) vagy
sotétben (fekete oszlopok) tartott novényeken, 1 ora elteltével (9:00) (Atlag+SE, n=3).
A kontrolltol valod szignifikans kiilonbségeket egyutas ANOVA varianciaanalizist kdvetden
Duncan-féle teszttel allapitottuk meg, ahol a kiillonb6zé betiivel jelzett oszlopok P<0,05
valoszinliségi szinteken, szignifikansan kiilonboznek egymastol. (Kontroll: 1 mM AA puffer; CHT:
100 pg ml? kitozant tartalmazé 1 mM AA puffer; CHT+1: a CHT-kezelt levelektdl disztalisan
elhelyezkedd, kezeletlen levélemelet).

5.2.5. AZ ET jelatvitel és a fény szerepe a CHT hatasara indukalodo ET
bioszintézis gének expressziojaban

A CHT hatasara indukaldédo ET produkcidt génexpresszids szinten is megvizsgaltuk, az ET
bioszintézisében szerepet jatszo SIACS6 és SIACOL1 kifejezddésének analizisével. A CHT
kezelések hatasara a VT novényekben szignifikansan fokozodott az SIACS6 expresszidja
lokalisan, a fény jelenlététdl fliggetleniil, viszont a szisztemikus levelekben minddssze
kismértékii indukcio volt tapasztalhato. Az SIACS6 relativ transzkript szintje az ET
inszenzitiv mutansokban is szignifikdns novekedést mutatott a kezelt levélemeletekben
mind fényben és sotétben, azonban a VT ndvényekhez képest 1ényegesen alacsonyabb
mértékben (19. dbra, A).

A CHT kezelések ugyancsak szignifikansan fokoztak az SIACO1 lokalis
kifejez0dését a VT és Nr novények leveleiben, fényben €s sotétben egyarant, azonban a
VT novények disztalis leveleiben ez nem valtozott, mig a Nr mutansokban Iényegesen

csokkent az SIACOL relativ transzkript akkumulacioja (19. abra, B).
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19. abra: Az SIACS6 (A) és az SIACO1 (B) relativ transzkript szintjének valtozasa intakt vad
tipusi (VT, sima oszlopok) és ET inszenzitiv, Never ripe (Nr) mutans (savozott oszlopok)
paradicsom novények leveleiben, a reggel (8:00) torténd kitozan (CHT) kezeléseket kovetden
parhuzamosan fényben (fehér oszlopok) vagy sotétben (fekete oszlopok) tartott ndvényekben, 1 ora
elteltével (9:00) (Atlag+SE, n=3). A kontrollté] valé szignifikans kiilonbségeket egyutas ANOVA
varianciaanalizist kdvetden Duncan-féle teszttel allapitottuk meg, ahol a kiilonb6z6 betiivel jelzett
oszlopok P<0,05 valoszintliségi szinteken, szignifikdnsan kiilonboznek egymastol. (Kontroll: 1 mM
AA puffer; CHT: 100 ug ml? kitozant tartalmazdo 1 mM AA puffer; CHT+1: a CHT-kezelt
levelektdl disztalisan elhelyezkedd, kezeletlen levélemelet).

5.2.6. A CHT Kkitinaz enzimek expresszidjara és aktivitasara gyakorolt
hatasanak fény- és ET-fiiggése

A gombafertdzés hatasara indukaloddé ndvényi immunvdalaszok altalanos jellemzdje a
kiilonbozé PR proteinek fokozott akkumulacidja, melyek kozott kiemelt jelentdséggel
birnak a gomba sejtfal lebontasaért felelés, PR3 gének altal kodolt kitinaz enzimek.
Munkank soran a CHT kitindz enzimekre gyakorolt indukcids hatasat az SIPR3 expresszios
mintdzatanak, valamint a PR3 fehérje mennyiségének monitorozéasaval tanulmanyoztuk a
reggel 8 orakor torténd kezeléseket kovetden, egy ora elteltével. A gomba elicitor mind
lokalisan, mind szisztemikusan szignifikdnsan megndvelte a VT ndvények leveleiben az
SIPR3 expresszigjat, mely a PR3 fehérje mennyiségének valtozasaival szoros korrelaciot

mutatott. A CHT altal kivaltott SIPR3 és PR3 indukcid a sotétben tartott névényekben is
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megfigyelhetd volt, s6t, sokkal szignifikansabb hatasunak bizonyult. A Nr mutansokban a
kitindzok expresszidja gén- és fehérjeszinten alapvetden magasabb volt a VT ndvényekhez
viszonyitva, a fény jelenlététdl fiiggetleniil. A CHT azonban kizarélag fényben, a lokalis
levelekben fokozta az ET receptor mutansokban az SIPR3 expresszidjat, mig ez a disztalis
levelekben csokkent (20. dbra, A). A PR3 azonban jelentds mértékben akkumulalodott a
fényben és a sotétben tartott mutans ndvények lokalis és szisztemikus leveleiben egyarant,

a CHT kezeléseket kovetden (20. abra, B).
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20. abra: Az SIPR3 relativ transzkript szintjének (A) és a PR3 fehérje mennyiségének (B)
valtozasa intakt vad tipust (VT, sima oszlopok) és ET inszenzitiv, Never ripe (Nr) mutans
(savozott oszlopok) paradicsom ndvények leveleiben, a reggel (8:00) torténd kitozan (CHT)
kezeléseket kovetéen parhuzamosan fényben (fehér oszlopok) vagy sététben (fekete oszlopok)
tartott novényekben, 1 ora elteltével (9:00) (Atlag+SE, n=3). A kontrolltol vald szignifikans
kiilonbségeket egyutas ANOV A varianciaanalizist kdvetden Duncan-féle teszttel allapitottuk meg,
ahol a kiillonb6z6 betiivel jelzett oszlopok P<0,05 valoszinliségi szinteken, szignifikdnsan
kiilonbdznek egymastdl. A pixel intenzitast (P.i.) kontroll%-ban (K%) fejeztiik ki. (Kontroll: 1 mM
AA puffer; CHT: 100 pg ml? kitozant tartalmazé 1 mM AA puffer; CHT+1: a CHT-kezelt
levelektdl disztalisan elhelyezkedd, kezeletlen levélemelet).
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Mivel a CHT kezelések minddssze 1 oran beliil fokoztak a kitinazt kodoldé SIPR3
expresszidjat (20. abra, A), valamint a PR3 akkumulaciét (20. dbra, B), megvizsgaltuk,
hogyan valtozik a kitinaz aktivitdsa a gomba elicitor kezeléseket kovetden, azonban az
enzimaktivitds szintjén egyik genotipusban sem tortént szignifikans valtozas a CHT
kezeléseket kovetden a vizsgalt 1 oras iddintervallumon beliil (21. abra).
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21. abra: A kitindz aktivitasanak valtozasa intakt vad tipusu (VT, sima oszlopok) és ET
inszenzitiv, Never ripe (Nr) mutans (savozott oszlopok) paradicsom névények leveleiben, a reggel
(8:00) torténd kitozan (CHT) kezeléseket kovetden parhuzamosan fényben (fehér oszlopok) vagy
sotétben (fekete oszlopok) tartott novényekben, 1 ora elteltével (9:00) (Atlag+SE, n=3).
A kontrolltol valo szignifikans kiilonbségeket egyutas ANOVA varianciaanalizist kdvetden
Duncan-féle teszttel allapitottuk meg, ahol a kiillonbozé betlivel jelzett oszlopok P<0,05
valészinliségi szinteken, szignifikansan kiillonboznek egymastol. (Kontroll: 1 mM AA puffer;
CHT: 100 pug ml? kitozant tartalmazd6 1 mM AA puffer; CHT+1: a CHT-kezelt levelektdl
disztalisan elhelyezkedd, kezeletlen levélemelet).

5.2.7. A CHT altal indukalt UPR fény-, valamint ET-fiiggése

A védekezésben szerepet jatszo fehérjék fokozott szintézise sziikségszerlien igényli
szintetizal6do fehérjék negyedleges térszerkezetének kialakuldsat. Kisérleteink soran a
CHT altal generalt UPR-t az SIBiP relativ transzkript szintjének monitorozasa mellett
Az ET inszenzitiv Nr mutansokban az SIBiP expresszidja alapvetéen magasabbnak
bizonyult a VT novényekhez képest. A CHT a fény jelenlététdl fiiggetleniil, szignifikans
SIBIP transzkript akkumulaciot indukalt mindkét genotipusban, azonban ez az expresszios
novekedés kizardlag a VT novényekben volt lokalisan és az egész novényre kiterjedden,
szisztemikusan is megfigyelhetd. A sotétben tartott Nr ndvények szisztemikus leveleiben
jelentés mértékben csokkent az SIBIP kifejez6dése. A BiP fehérjeszintjében jelentkezd
valtozasok alapvetden hasonld tendencidt mutattak a génexpresszidos eredményekkel

(22. 4bra).
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22. abra: Az SIBIP relativ transzkript szintjének (A) és a BiP fehérje mennyiségének (B) valtozasa
intakt vad tipusa (VT, sima oszlopok) és ET inszenzitiv, Never ripe (Nr) mutans (savozott
oszlopok) paradicsom ndvények leveleiben, a reggel (8:00) torténd kitozan (CHT) kezeléseket
kovetéen parhuzamosan fényben (fehér oszlopok) vagy sotétben (fekete oszlopok) tartott
novényekben, 1 ora elteltével (9:00) (AtlagtSE, n=3). A kontrolltol valo szignifikans
kiilonbségeket egyutas ANOVA varianciaanalizist kdvetden Duncan-féle teszttel allapitottuk meg,
ahol a kiillonbozé betiivel jelzett oszlopok P<0,05 valosziniiségi szinteken, szignifikdnsan
kiilonboznek egymastol. A pixel intenzitast (P.i.) kontroll%-ban (K%) fejeztiik ki. (Kontroll: 1 mM
AA puffer; CHT: 100 ug ml? kitozant tartalmazdo 1 mM AA puffer; CHT+1: a CHT-kezelt
levelektol disztalisan elhelyezkedd, kezeletlen levélemelet).
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5.3. A flg22 altal indukalt gyors napszakfiiggo lokalis és szisztemikus
védekezési valaszok ET-altali regulacidoja intakt paradicsom névényekben

5.3.1. A flg22-indukalta ROS produkci6 napszak- és ET-fiiggése

A gomba eredetli CHT vizsgalatat kovetden tovabbi kisérleteink soran a bakterialis f1g22
elicitor altal kivaltott lokalis és szisztemikus védekezési valaszok napszak-, valamint ET-
fliggését tanulmanyoztuk intakt paradicsom novények leveleiben. Mivel a fény és sotétség
novényi immunvalaszokra gyakorolt, kozvetlen hatasat nehéz elkiiloniteni azok endogén,
cirkadian ora altali regulaciojatol, a flg22 kezeléseket két, egymashoz kozel esd
napszakban, a fényszakasz végén, 17 6rakor, valamint a sotétszakasz kezdetén, 21 orakor
végeztiik el, melyeket kovetden a gyors védekezési valaszok aktivacigjat 30 perc mulva
(17:30, 21:30) vagy 60 perc elteltével (18:00, 22:00) detektaltuk (II1. kisérleti elrendezés).

Els6ként megvizsgaltuk flg22 ET-fliggd hatasat a ROS produkcidjara, intakt VT és
Nr novények leveleiben. Mivel a ROS akkumulacio az egyik elsd, leggyorsabban
aktivalodo védekezési valasz patogénfert6zés soran, a kiilonbozé napszakokban torténd
flg22 kezeléseket kovetéen a lokalis és szisztemikus levelek H202, valamint Oz~
szintjeinek meghatarozasat 30, illetve 60 perc mulva is elvégeztik. Mig a flg22 a
fényszakasz végén alkalmazva (17:00) minddssze kismértékd, lokalis Oz akkumuléciot
valtott ki a VT ndvényekben a vizsgalt mintavételi idopontokban, a szisztemikus
levelekben egy oOra mulva szignifikdns Oz szint-ndvekedés volt tapasztalhatd
(23. abra, A). Ugyanakkor a O2~ produkcié mind az este (21:00) torténd f1g22 kezeléseket
kovetéen, mind pedig az ET inszenzitiv mutansokban elmaradt (23. é&bra, A, B),
megerdsitve a Oz~ termelddésének ET-, valamint napszakfiiggését.

A H20O2 koncentracidja alapvetden alacsonyabbnak bizonyult a Nr mutansok
leveleiben, a VT novényekhez viszonyitva (23. abra, C, D). A flg22 fokozott H.O>
akkumuléciét indukalt 30 perccel a kezelés utdn a VT ndvények leveleiben, ez azonban
1 6ra mulva méar nem bizonyult szignifikdnsnak (23. abra, C). A H202 mennyisége
ugyanakkor nem nétt meg jelentdsen a Nr mutansokban, a sotétszakaszban (21:00) torténd

kezeléseket kovetden pedig a VT novények leveleiben sem (23. abra, C, D).
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23. abra: A Oy (A, B) és a H,O; (C, D) tartalom valtozasa intakt vad tipusu (VT, fehér oszlopok)
¢és ET inszenzitiv, Never ripe (Nr) mutans (fekete oszlopok) paradicsom novények leveleiben, a
fényszakasz végén (17:00, A, C) és a soOtétszakasz kezdetén (21:00, B, D) torténd flagellin22
(flg22) kezeléseket kovetden, 30 perc (17:30, 21:30, savozott oszlopok) vagy 60 perc (18:00,
22:00, iires oszlopok) elteltével (Atlag+SE, n=3). A kontrolltdl valo szignifikans kiilonbségeket
kétutas ANOVA varianciaanalizist kdvetéen Duncan-féle teszttel allapitottuk meg, ahol a
kiilonb6zo betiivel jelzett oszlopok P<0,05 valoszinlségi szinteken, szignifikansan kiilonboznek
egymastol. A nagybetiis jelolés ugyanazon napszakban a kiilonb6zé kezelések, mig a kisbetiis
némenklatira ugyanazon kezelés kiilonb6z6 napszakokban kivaltott hatasainak &sszehasonlitasat
reprezentalja. (Kontroll: steril desztillalt viz; Kontroll+1: a kontroll levelektdl disztalisan
elhelyezkedd kezeletlen levélemelet; flg22: 5 pg ml? flagellin22 steril desztillalt vizben oldva;
flg22+1: a flg22-kezelt levelektdl disztalisan elhelyezkedd kezeletlen, szisztemikus levélemelet).

5.3.2. A flg22-indukalta NO produkci6 napszak- és ET-fiiggése

A ROS mellett a novényi védekezési valaszok szignalizacidjaban szintén esszencialis
mennyisége a fényszakasz végén (17:00) torténd flg22 kezeléseket kdvetden 30 perc alatt
nem valtozott szignifikdnsan a VT novényekben, 60 perc mulva mar jelentés NO
akkumulacié volt megfigyelhetd a lokélis, valamint szisztemikus levelekben egyarant,
viszont a disztalis levélemeletekben alapvetden magasabb volt a NO szintje a kontroll
levelekhez viszonyitva (24. abra, A). Habar a Nr mutansok leveleiben a NO mennyisége a

VT novényekhez képest kontroll koriilmények kozt is magasabb volt, a flg22 nem

84



befolyasolta azt szignifikansan (24. abra). Az esti (21:00) flg22 kezelések azonban a VT
novényekben sem indukaltak szignifikdns NO produkciot (24. dbra, B).
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24. abra: A NO tartalom valtozasa (DAF-FM DA fluoreszcencia) intakt vad tipusu (VT, fehér
oszlopok) és ET inszenzitiv, Never ripe (Nr) mutans (fekete oszlopok) paradicsom novények
leveleiben (kontroll%-ban kifejezve), a fényszakasz végén (17:00, A) és a s6tétszakasz kezdetén
(21:00, B) torténd flagellin22 (flg22) kezeléseket kovetéen, 30 perc (17:30, 21:30, savozott
oszlopok) vagy 60 perc (18:00, 22:00, iires oszlopok) elteltével (Atlag+SE, n=3). A kontrolltol valo
szignifikans kiillonbségeket kétutas ANOVA varianciaanalizist kdvetden Duncan-féle teszttel
allapitottuk meg, ahol a kiillonbozé betlivel jelzett oszlopok P<0,05 valosziniiségi szinteken,
szignifikdnsan kiilonboznek egymastol. A nagybetiis jeldlés ugyanazon napszakban a kiilénb6zo
kezelések, mig a kisbetlis ndmenklatira ugyanazon kezelés kiilonb6z0 napszakokban kivaltott
hatasainak 0sszehasonlitasat reprezentalja. (Kontroll: steril desztillalt viz; Kontroll+1: a kontroll
levelektdl disztalisan elhelyezkedd kezeletlen levélemelet; flg22: 5 ug ml? flagellin22 steril
desztillalt vizben oldva; flg22+1: a flg22-kezelt levelekt6l disztalisan elhelyezkedd kezeletlen,
szisztemikus levélemelet).

5.3.3. Az ET, JA és SA flg22 altal indukalt, lokalis és szisztemikus
akkumulaciojanak valtozasa kiilonb6z6 napszakokban és annak ET-fiiggése

A novényi védekezési valaszok indukcidja alapvetéen hormondlis szabdlyozas alatt 4ll.
Tovabbi kisérleteink sordan a bakterialis elicitor kezeléseket kdvetden meghataroztuk az
ET, a JA, valamint a SA szintjeinek valtozasat VT, valamint Nr novények leveleiben.
A flg22 az intakt VT, valamint Nr paradicsom novények kezelt leveleiben egyarant
szignifikdns ET emissziot indukalt a fényszakasz végén (17:00) torténd kezeléseket
kovetden (25. 4bra, A). Erdekes modon azonban a gaz halmazallapotd fitohormon
akkumulaciéja nem fokozodott szignifikansan a sotétszakaszban (21:00) kezelt
novényekben (25. 4bra, B).

Hasonl6 valtozasokat figyeltlink meg a JA tartalom vizsgéalata soran, mely a

17 orakor kezelt VT novények levelében szignifikansan novekedett lokalisan (25. abra, C),
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viszont a fényszakaszban kezelt Nr ndovényekben, valamint a 21 orakor torténd flg22
kezeléseket kdvetden egyik genotipusban sem fokozodott a produkcidja (25. abra, C, D).

A SA mennyisége kontroll koriilmények kézott magasabb volt a fényszakasz végén
(17:00) kezelt VT novények disztalis leveleiben, azonban a bakterialis elicitor kizarolag
sOtétszakasz kezdetén (21:00) torténd flg22 kezelések egyik genotipusban sem
befolyasoltak szignifikdnsan a SA mennyiségét (25. abra, F). A Nr mutansok leveleinek
SA tartalma alapvetden alacsonyabb volt a VT novényekhez képest, ugyanakkor a flg22
kezelések egyik vizsgalt iddpontban sem befolyasoltdk azt szignifikdnsan (25. abra, E, F).
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25. abra: Az ET (A, B) emisszi6, valamint a JA (C, D) és a szabad SA (E, F) tartalom véaltozasa
intakt vad tipust (VT, fehér oszlopok) és ET inszenzitiv, Never ripe (Nr) mutans (fekete oszlopok)
paradicsom ndvények leveleiben, a fényszakasz végén (17:00, A, C, E) és a sotétszakasz kezdetén
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(21:00, B, D, F) torténd flagellin22 (flg22) kezeléseket kdvetden, 1 ora elteltével (18:00, 22:00)
(Atlag+SE, n=5). A kontrolltél valé szignifikans kiilonbségeket kétutas ANOVA varianciaanalizist
kovetéen Duncan-féle teszttel allapitottuk meg, ahol a kiilonb6zd betiivel jelzett oszlopok P<0,05
valdsziniiségi szinteken, szignifikdnsan kiillonbdznek egymastol. A nagybetlis jelolés ugyanazon
napszakban a kiilonbozé kezelések, mig a kisbetlis nomenklatura ugyanazon kezelés kiilonbdz6
napszakokban kivaltott hatdsainak Osszehasonlitasat reprezentalja. (Kontroll: steril desztillalt viz;
Kontroll+1: a kontroll levelektdl disztalisan elhelyezkedd kezeletlen levélemelet; flg22: 5 ug mi?
flagellin22 steril desztillalt vizben oldva; flg22+1: a flg22-kezelt levelektél disztalisan
elhelyezked6 kezeletlen, szisztemikus levélemelet).

5.3.4. Az SIERF1, SIDEF és SIPR1 expressziojanak ET- és napszakfiiggo
valtozasa, flg22 kezelést kovetéen

A kiilonb6z6 védelmi hormonok 4ltal indukalt szignalizacids folyamatok elsdsorban a
hormonvélasz gének expresszidjanak analizisével kovethetdk nyomon, melyek koziil
munkank soran az SIERF1, az SIDEF (defenzin), valamint az SIPR1 kifejez6dését
tanulméanyoztuk a lokalis ¢és szisztemikus levelekben a flg22 kezeléseket kovetden.
A bakterialis elicitor a fényszakasz végén (17:00) alkalmazva 1 6éran beliil, szignifikdnsan
fokozta a VT novények disztalis leveleiben az SIERF1 expressziojat (26. abra, A).
Az SIERF1 relativ transzkript szintje ugyanakkor nem valtozott szignifikansan a 21 drakor
torténd kezeléseket kovetéen sem a VT, sem a Nr mutdns ndvények leveleiben
(26. ébra, B).

Ezzel szemben az SIDEF kifejez6dése szignifikans novekedést mutatott a VT
novények lokalis és szisztemikus leveleiben, attol fiiggetleniil, hogy a flg22 kezelések
mely napszakban torténtek, hatasuk viszont erételjesebbnek bizonyult a fényszakasz végén
(17:00). Az SIDEF expresszioja az ET inszenzitiv mutansokban azonban egyik vizsgalt
napszakban sem ndtt meg szignifikdnsan a bakteridlis elicitor kezeléseket kovetden
(26. abra, C, D).

Az SIDEF expresszidjahoz hasonloan, a SA jelatvitelében szerepet jatszo SIPR1
transzkripcidjat is szignifikansan fokozta a flg22 a VT ndvényekben, azonban ez csak a
fényszakasz végén (17:00) torténd kezeléseket kovetden volt megfigyelhetd (26. abra, E).
Erdekes médon a Nr mutansok levelében a 21 o6rakor alkalmazott flg22 kezeléseket
kovetden nétt meg az SIPR1 expresszidja, mely a lokalis és szisztemikus levelekben is

kimutathat6 volt (26. abra, F).
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26. abra: Az SIERF1 (A, B), az SIDEF (C, D) és az SIPR1 (E, F) relativ transzkript szintjének
valtozasa intakt vad tipust (VT, fehér oszlopok) és ET inszenzitiv, Never ripe (Nr) mutans (fekete
oszlopok) paradicsom ndvények leveleiben, a fényszakasz végén (17:00, A, C, E) és a s6tétszakasz
kezdetén (21:00, B, D, F) torténd flagellin22 (flg22) kezeléseket kdvetden, 1 ora elteltével (18:00,
22:00) (AtlagtSE, n=3). A kontrolltél valo szignifikins kiilonbségeket kétutas ANOVA
varianciaanalizist kovetden Duncan-féle teszttel allapitottuk meg, ahol a kiilonb5z6 betiivel jelzett
oszlopok P<0,05 valdsziniiségi szinteken, szignifikdnsan kiilonbdznek egymastol. A nagybetiis
jelolés ugyanazon napszakban a kiilonb6zo kezelések, mig a kisbetlis nomenklatira ugyanazon
kezelés kiilonb6zé napszakokban kivaltott hatasainak Osszehasonlitasat reprezentalja. (Kontroll:
steril desztillalt viz; Kontroll+1: a kontroll levelektdl disztalisan elhelyezkedd kezeletlen
levélemelet; flg22: 5 pug ml? flagellin22 steril desztillalt vizben oldva; flg22+1: a flg22-kezelt
levelektol disztalisan elhelyezkedd kezeletlen, szisztemikus levélemelet).
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5.3.5. A flg22 sztomazarodasra gyakorolt hatasanak ET- és napszakfiiggése

A flg22 ET-, valamint napszakfiiggd hatasait a novények fizioldgiai valaszaira a
sztdmamozgas valtozasai alapjan tanulmanyoztuk. Mig a flg22 szignifikansan csokkentette
lokalisan a sztomaapertura méretét a VT novények leveleiben a 17 orakor torténd
kezeléseket kovetden, a sotétszakaszban, 21 oOrakor alkalmazva nem befolyasolta azt
jelentdsen, ahol a napszakbol kovetkezden a kontroll ndvények sztomaaperturajanak
mérete megegyezett a flg22-kezelt levelekével (27. abra). A VT ndovényekben a flg22
sztdbmazar6 hatasa kiterjedt a szisztemikus levelekre is nappal (27. abra, A), este viszont ez
is elmaradt (27. dbra, B). A Nr mutdnsok leveleiben azonban a flg22 a VT ndvényekkel

ellentétben egyik vizsgalt napszakban sem okozott sztomazarodast (27. abra).
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27. abra: A sztomaapertura méretének valtozasa intakt vad tipust (VT, fehér oszlopok) és ET
inszenzitiv, Never ripe (Nr) mutans (fekete oszlopok) paradicsom novények abaxialis
levélfelszinérdl készitett epidermisz-nytizatokon, a fényszakasz végén (17:00, A) és a sotétszakasz
kezdetén (21:00, B) torténd flagellin22 (f1g22) kezeléseket kovetden, 1 ora elteltével (18:00, 22:00)
(Atlag+SE, n=3). A kontrolltél valé szignifikans kiilonbségeket kétutas ANOVA varianciaanalizist
kovetden Duncan-féle teszttel allapitottuk meg, ahol a kiillonb6zo betiivel jelzett oszlopok P<0,05
valdsziniiségi szinteken, szignifikansan kiillonbdznek egymastol. A nagybetis jelolés ugyanazon
napszakban a kiilonbozé kezelések, mig a kisbetlis ndmenklatira ugyanazon kezelés kiilonb6zo
napszakokban kivaltott hatasainak Osszehasonlitasat reprezentalja. (Kontroll: steril desztillalt viz;
Kontroll+1: a kontroll levelektdl disztalisan elhelyezkedd kezeletlen levélemelet; f1g22: 5 ug ml?
flagellin22 steril desztillalt vizben oldva; flg22+1: a flg22-kezelt levelekt6l disztalisan
elhelyezkedd kezeletlen, szisztemikus levélemelet).
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5.4. A fotoszintetikus aktivitas szerepe a flg22 altal indukalt, napszak-,
valamint ET-fiiggé lokalis és szisztemikus védekezési folyamatokban

5.4.1. A mezofillum sejtek fotoszintetikus aktivitasanak ET-fiiggé valtozasa a
kiilonb6z6 napszakokban alkalmazott flg22 kezeléseket kovetoen

A flg22 kezelések napszak-, valamint ET-fliggd, hosszutava lokalis és szisztemikus
hatasainak tanulmanyozasa érdekében a fényszakasz végén (17:00), valamint a
sotétszakasz kezdetén (21:00) alkalmazott kezeléseket kovetden a védekezési valaszokat a
kovetkez6 fényszakasz elején (9:00) detektaltuk (IV. kisérleti elrendezés). Mivel a
hosszatava védekezési folyamatok szabalyozasaban fontos szerepet jatszik a fotoszintézis,
tovabbi kisérleteink soran megvizsgaltuk a fotoszintetikus aktivitas valtozasat intakt VT,
valamint ET receptor mutans Nr paradicsom ndvények leveleiben.

A mezofillum sejtek fotoszintetikus aktivitasanak ET-, valamint napszakfiiggd
valtozasait a flg22 kezeléseket kovetden az intakt levelek klorofill fluoreszcencia indukcios
paraméterei alapjan hataroztuk meg. Erdekes modon, a kezelések idépontjatol, valamint a
vizsgalt genotipustdl fliggetleniil, a flg22 kezelések nem befolyasoltak szignifikansan az
FuwFm, ®psn, qP, valamint NPQ paramétereket masnap reggel 9 oOrakor a levelekben
(28. abra).
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28. abra: A klorofill fluoreszcencia indukcios paraméterek [Fu/Fm (A, B), ®@psi (C, D), P (E, F),
NPQ (G, H)] valtozasa intakt vad tipusta (VT, fehér oszlopok) és Never ripe (Nr) mutans (fekete
oszlopok) paradicsom névények leveleiben, a fényszakasz végén (17:00; A, C, E, G), valamint a
sOtétszakasz kezdetén (21:00; B, D, F, H) torténd flagellin22 (flg22) kezeléseket kdvetden,
a kovetkezé fényszakaszban (9:00) nézve (AtlagtSE, n=3). A kontrolltél valo szignifikans
kiilonbségeket kétutas ANOVA varianciaanalizist kdvetden Duncan-féle teszttel allapitottuk meg,
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ahol a kiilonboz6 betiivel jelzett oszlopok P<0,05 valdszintliségi szinteken, szignifikdnsan
kiilonboznek egymastol. A nagybetiis jel6lés ugyanazon napszakban a kiilonbdz6 kezelések, mig a
kisbetlis nomenklatira ugyanazon kezelés kiilonboz0 napszakokban kivaltott hatasainak
Osszehasonlitasat reprezentalja. (Kontroll: steril desztillalt viz; Kontroll+1: a kontroll levelektél
disztalisan elhelyezkedd kezeletlen levélemelet; f1g22: 5 pg ml™ flagellin22 steril desztillalt vizben
oldva; flg22+1: a flg22-kezelt levelektdl disztalisan elhelyezked6 kezeletlen, szisztemikus
levélemelet).

5.4.2. A zarosejtek fotoszintetikus aktivitasanak ET-fiiggo valtozasa a
kiilonb6z6 napszakokban alkalmazott flg22 kezeléseket kovetoen

A mezofillum sejtekkel ellentétben, a fényszakasz végén (17:00) kezelt VT ndvények
lokalis és szisztemikus leveleinek sztomdiban egyarant szignifikansan csokkentek a ®ps,
valamint a qP paraméterek értékei masnap reggel 9 orakor a flg22 hatasara (29. dbra, C, E).
Az NPQ ezen kezelések soran kismértékii, azonban nem szignifikdns novekedést mutatott
a VT novények zardsejtjeiben (29. dbra, G). A @psi ugyanakkor sem a sotétszakasz
kezdetén (21:00) kezelt novények (29. dbra, D), sem az ET receptor mutansok sztomaiban

nem csokkent szignifikdnsan a zardsejtekben (29. abra, C, D).
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29. abra: A klorofill fluoreszcencia indukcios paraméterek [Fu/Fm (A, B), ®@psi (C, D), P (E, F),
NPQ (G, H)] valtozasa intakt vad tipusta (VT, fehér oszlopok) és Never ripe (Nr) mutans (fekete
oszlopok) paradicsom novények abaxialis levélfelszinér6l készitett epidermisz-nyazatok
zardsejtjeiben, a fényszakasz végén (17:00; A, C, E, G), valamint a sotétszakasz kezdetén (21:00;
B, D, F, H) torténd flagellin22 (flg22) kezeléseket kdvetden, a kovetkezd fényszakaszban (9:00)
nézve (AtlagtSE, n=3). A kontrolltél valo szignifikans kiilonbségeket kétutas ANOVA
varianciaanalizist kovetden Duncan-féle teszttel allapitottuk meg, ahol a kiilonb5z6 betiivel jelzett
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oszlopok P<0,05 valdsziniiségi szinteken, szignifikansan kiilonboznek egymastdl. A nagybetiis
jelolés ugyanazon napszakban a kiilonb6zd kezelések, mig a kisbetlis nomenklatira ugyanazon
kezelés kiillonbozd napszakokban kivaltott hatdsainak Osszehasonlitasat reprezentalja. (Kontroll:
steril desztillalt viz; Kontroll+1: a kontroll levelektdl disztalisan elhelyezkedd kezeletlen
levélemelet; flg22: 5 pg ml? flagellin22 steril desztillalt vizben oldva; flg22+1: a flg22-kezelt
levelektdl disztalisan elhelyezkedd kezeletlen, szisztemikus levélemelet).

5.4.3. A zarosejtek ROS-, valamint NO produkcidjanak ET-fiiggé valtozasa a
kiilonboz6 napszakokban alkalmazott flg22 kezeléseket kovetéen

Vizsgalataink soran megfigyeltilk, hogy a flg22 alkalmazasa szignifikans ROS
akkumulaciot valtott ki a VT névények zardsejtjeiben, mely a kezelt, és az attol disztalisan
elhelyezkedd, szisztemikus levélemeletekben is jelentkezett. A flg22-indukalta ROS
produkcio a kezelés idejétdl fliggetleniil indukalodott a kovetkezd fényszakasz elején,
azonban a Nr mutansokban ez elmaradt (30. abra, A, B).

Ezzel ellentétben, a NO mennyisége kizarolag a fényszakasz végén (17:00) torténd
flg22 kezeléseket kovetéen nétt meg szignifikansan masnap reggel 9 orakor a VT
novények sztomaiban, azonban produkcidja nem valtozott jelentésen a Nr mutdnsok
zarosejtjeiben, az este (21:00) alkalmazott bakterialis elicitor kezeléseket kovetéen pedig a

VT novényekben sem (30. abra, C, D).
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30. abra: A zardsejtek ROS (H.DCFDA fluoreszcencia; A, B) és NO (DAF-FM DA
fluoreszcencia; C, D) produkciojanak valtozasa intakt vad tipusa (VT, fehér oszlopok) és Never
ripe (Nr) mutans (fekete oszlopok) paradicsom ndvények abaxialis levélfelszinérdl készitett
epidermisz-nytizatok zarosejtjeiben (kontroll%-ban kifejezve), a fényszakasz végén (17:00; A, C),
valamint a sotétszakasz kezdetén (21:00; B, D) torténd flagellin22 (flg22) kezeléseket kdvetden, a
kovetkez$ fényszakaszban (9:00) nézve (AtlagtSE, n=3). A kontrolltol vald szignifikans
kiilonbségeket kétutas ANOVA varianciaanalizist kovetden Duncan-féle teszttel allapitottuk meg,
ahol a kiillonbozé betiivel jelzett oszlopok P<0,05 valosziniiségi szinteken, szignifikdnsan
kiilonbdznek egymastol. A nagybetiis jeldlés ugyanazon napszakban a kiilonbozo kezelések, mig a
kisbetlis nomenklatura ugyanazon kezelés kiillonb6z6 napszakokban kivaltott hatasainak
Osszehasonlitasat reprezentalja. (Kontroll: steril desztillalt viz; Kontroll+1: a kontroll levelektol
disztalisan elhelyezkedd kezeletlen levélemelet; f1g22: 5 pg ml™ flagellin22 steril desztillalt vizben
oldva; flg22+1: a flg22-kezelt levelektdl disztalisan elhelyezkedd kezeletlen, szisztemikus
levélemelet).

5.4.4. A sztomakonduktancia és a CO: asszimilacié ET-fiiggé valtozasa a
kiilonb6z6 napszakokban alkalmazott flg22 kezeléseket kovetéen

A fényszakasz végén (17:00) alkalmazott f1g22 kezelések eredményeként masnap reggel 9
orakor szignifikansan csokkent a VT nodvények sztomakonduktancidja a kezelt és a
szisztemikus levelekben egyarant (31. abra, A).

A sztémakonduktancia valtozasaival szoros korrelaciét mutatott a CO; fixacid

hatékonysaga a flg22 kezeléseket kovetden, mely ugyancsak szignifikdnsan csokkent a
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17 orakor végzett bakterialis elicitor kezelések hatasara a lokalis és disztalis levelekben
egyarant masnap reggel 9 oOrakor nézve (31. éabra, C). Ezzel szemben sem a
sztdbmakonduktancia, sem a CO: fixaci6é aktivitasa nem valtozott szignifikdnsan az ET
inszenzitiv mutansokban, valamint a sotétszakaszban (21:00) kezelt névények leveleiben

(31. abra).
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31. abra: A sztoémakonduktancia (A, B) és a CO- asszimilacié (C, D) valtozasa intakt vad tipusa
(VT, fehér oszlopok) és Never ripe (Nr) mutans (fekete oszlopok) paradicsom névények leveleiben,
a fényszakasz végén (17:00; A, C), valamint a sotétszakasz kezdetén (21:00; B, D) torténd
flagellin22 (flg22) kezeléseket kovetden, a kovetkezé fényszakaszban (9:00) nézve (Atlag+SE,
n=3). A kontrolltol valo szignifikans kiilonbségeket kétutas ANOVA varianciaanalizist kovetéen
Duncan-féle teszttel allapitottuk meg, ahol a kiillonboz6é betiivel jelzett oszlopok P<0,05
valoszinliségi szinteken, szignifikdnsan kiillonboznek egymastol. A nagybetiis jeldlés ugyanazon
napszakban a kiilonbozé kezelések, mig a kisbetlis nomenklatira ugyanazon kezelés kiillonbozo
napszakokban kivaltott hatasainak Osszehasonlitasat reprezentalja. (Kontroll: steril desztillalt viz;
Kontroll+1: a kontroll levelektdl disztalisan elhelyezkedd kezeletlen levélemelet; f1g22: 5 pg ml™?
flagellin22 steril desztillalt vizben oldva; flg22+1: a flg22-kezelt levelektdl disztalisan
elhelyezkedo kezeletlen, szisztemikus levélemelet).
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6. Eredmények értékelése

6.1. A CHT altal indukalt lokalis és szisztemikus védelmi valaszok fény- és
napszakfiiggése

Annak ellenére, hogy a novények patogénekkel szembeni rezisztencidjanak kialakuldsa a
ndvénybiologiai kutatdsok intenziven vizsgalt teriilete, a novényi védekezési valaszok
kiilonb6z6é kornyezeti faktorokkal, kiilonosen a fénnyel vald kdlcsonhatdsa még kevésbé
feltart (Igbal és mtsai. 2021). Mivel a novények nem rendelkeznek az allatok esetében
megfigyelhetd sejtes immunrendszerrel, a kiilonb6z6é korokozokkal szembeni védekezési
valaszok kimenetelét alapvetden meghatdrozza azon hosszatava szignalizacidos molekulak
gyors produkcidja, melyek a fertézés helyén keletkezve az egész szervezetre kiterjedd
szisztemikus valaszok és a SAR kialakuldsat biztositjdk (Ausubel, 2005; Vlot és mtsai.
2021). A kiilonb6z6 szisztemikus szignalok kialakulasa és integracidja azonban eltérd lehet
a kiilonbozd napszakokban, illetve a fényben vagy sotétben torténd fertézés esetén, mely
azonban még napjainkban is nagyrészt ismeretlen maradt (Fichman és Mittler, 2020).

Munkank soran elsdként vizsgaltuk meg a gomba eredetli CHT elicitor napszak-,
valamint fényfiiggd hatésait az intakt paradicsom novények sztdmamozgasara, a zardsejtek
ROS- és NO produkcidjara, valamint a mezofillum- és zardsejtek fotoszintetikus
aktivitdsara a kezelt lokalis, valamint az azoktol disztalisan elhelyezkedd, szisztemikus
levelekben (I. kisérleti elrendezés). A sztomaapertirak méretének vizsgalata soran azt
tapasztaltuk, hogy a CHT a fényszakasz végén (17:00) alkalmazva maésnap hajnalban
(5:00), mig a sotétszakasz végén (4:00) és a fényszakasz kezdetén (8:00) torténd
kezeléseket kovetden reggel (9:00) valtott ki szignifikdns sztomazarddast. Koers és mtsai.
(2011) szintén a fényszakaszban, reggel 9 és 15 ora kozott alkalmazott CHT kezelések
soran figyeltek meg gyors, atlagosan 10 percen beliil indukalodd sztdomazarddast arpa
zarosejtekben, melyben az S-tipusu anion csatorndk jatszhatnak elsddleges szerepet.
A sotétszakasz kezdetén (21:00) kezelt ndvényekben viszont nem valtozott szignifikansan
a sztomdk porusatmérdje, mely a CHT-indukalta védekezési vélaszok fény- vagy
napszakfliggését feltételezi.

A hajnalban bekdvetkezd fény/sotét tranzicid iddpontja kitlintetett jelentdséggel
birhat a novény-patogén interakciok soran (Shimazaki ¢és mtsai. 2007). Korabbi
tanulmanyokbdl ismert, hogy a CHT a sztomazarddas kivaltdsa mellett gitolja a

fényindukalt sztomanyitddast is (Lee és mtsai. 1999; Srivastava és mtsai. 2009; Khokon és
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mtsai. 2010). A CHT sztomazar6d hatdsaban kozponti szerepet jatszhat a fotoszintetikus
elektrontranszport sebességének csokkentése, valamint az ioncsatornak aktivitdsanak
gétlasa, melyet Orddg és mtsai. (2011) 16bab zarosejtekben mutattak ki. Emellett ismert,
utvonalon keresztiil szintén hozzédjarul a sztomazarodas megvalositasahoz (Prodhan és
mtsai. 2017). Eredményeink azonban arra engednek kovetkeztetni, hogy a CHT a hajnali
sztomanyitddast kizarolag az el6z6 nap fényszakaszanak végén (17:00) alkalmazva képes
meggatolni. Ez viszont alapvetden meghatdrozza a tovabbiakban a védekezési valaszok
kimenetelét, ugyanis, habar a hajnali, fény/sotét atmenetet kovetd sztomanyitddas
nélkiilozhetetlen a fotoszintetikus CO2 asszimilacidhoz, egyuttal potencidlis infekcios
ablakként is szolgalhat a patogének szdmara (Karapetyan és Dong, 2018). A fény/sotét
tranziciot kovetden a fényszakasz elsd orai jatszanak meghataroz6 szerepet a védelmi
valaszok kialakuldsdban. Reggel a cirkadian o6ra kozponti komponenseként funkcionald
CCAL1 szamos olyan, védekezésben részt vevo gén (pl.: katalazok) expresszidjat fokozza,
melyek a redox homeosztazis fenntartasdval hozzajarulnak a hatékony védelem
megvalositdsdhoz a ndvényekben (Lai és mtsai. 2012). A hajnalban (4:00), valamint reggel
(8:00) tortén6 CHT kezeléseket kovetden 9 oOrakor szignifikdnsan zarodtak az intakt
paradicsom novények sztomai, mely egyuttal egybeesik a védekezési gének expresszids
maximumanak idejével is (Karapetyan és Dong, 2018).

Ezzel szemben késd délutan (15:00) mar nem valtozott szignifikdnsan a sztomak
porusatmérdje a kiilonboz6 idépontokban térténd CHT kezeléseket kdvetden, mely alapjan
feltételezhetd, hogy a CHT altal indukalt szignalizacios események eltérdek lehetnek a
kiilonb6z6 napszakokban. A fényszakasz végén a sztomazarodassal parhuzamosan ugyanis
megkezdddik a fotoszintetikus termékek cirkadidn ora altal szabalyozott akkumulécidja
(Lawson, 2009), mely valosziniileg feliilija a CHT altal indukalt sztomavalaszokat.
A sztdbmamozgast emellett alapvetéen meghatarozza a szintén cirkadian regulacio alatt allo
JA/SA hormonalis egyensuly, mely jelentds eltérést mutat a fényszakasz végén, ahol a JA
szintje tetézik (Goodspeed €s mtsai. 2012).

Erdekes modon a CHT-kezelt levélemeletektél disztalisan —elhelyezkedd,
szisztemikus levelekben kizarolag a fényszakasz elején (8:00) kezelt novényekben valtott
ki a gomba elicitor sztomazarodast, minddssze 1 oran beliil. Jelitto-Van Dooren és mtsai.
(1999) bakterialis elicitor kezelést kdvetden szintén gyors, 2 ora utan indukalodo
szisztemikus valaszt detektaltak dohany novények disztalis leveleiben, melyet a SA

szabalyozott. Eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy a gomba eredeti CHT
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elicitor kezelést kdvetden szintén az elsd oOra jatszhat kulcsfontossaghi szerepet a
szisztemikus valasz kialakulasaban az SIPR1 ¢és az SIERF1 védekezési hormon
markergének expresszids mintazatai alapjan.

Mivel a ROS ¢és NO produkcidja szerves részét képzi a sztdmazarddas
folyamatanak (Gayatri és mtsai. 2013; Singh és mtsai. 2017), a kovetkezdkben
megvizsgaltuk a CHT kezelések fény- és napszakfiiggd hatésait a zarosejtek ROS és NO

crer

crcr

a NO szintje els6sorban a fényszakasz végén (15:00), valamint a CHT kezelést kovetden
mesterséges sotétben tartott ndvények sztomaiban nétt meg szignifikansan. A ROS és NO
produkcid valtozasai szoros korreldciot mutattak a CHT altal kivaltott sztdémavalaszokkal.
A fényszakasz végén (17:00) torténd CHT kezelés mésnap hajnalban (5:00) gatolta a
sztomak nyitodasat, mig a sotétszakasz végén (4:00) és a fényszakasz kezdetén (8:00)
alkalmazva reggel (9:00) sztémazarddast indukalt, melynek sordn szignifikdnsan
fokozoddott a ROS termelddése a zardsejtekben. Ugyanakkor a sztomazarodds mar a
fényszakasz végén elkezdddik, melyet a CHT-kezelt névényekben fokozott NO produkcid
kisért. A kiilonb6z6 fitohormonok (pl.: ABA, ET, JA, SA) altal indukalt sztomazarddas
szintétn a ROS ¢és NO kozremiikodésével valosul meg (Desikan és mtsai. 2002;
Garcia-Mata és Lamattina, 2003; Liu és mtsai. 2005; Desikan és mtsai. 2006; Khokon és
mtsai. 2011; Poor és Tari, 2012; Giday és mtsai. 2013). Produkcidjuk emellett fény-,
valamint cirkadidn oOra altali szabéalyozas alatt all (Suetsugu és mtsai. 2014; Murata ¢€s
mtsai. 2015). A sztomazarodasra gyakorolt direkt hatasuk mellett ismert, hogy bizonyos
ioncsatornak oxidativ/nitrozativ poszttranszlacios modifikacidja altal kozvetetten is
befolyasoljdk a sztomamozgéast (Molassiotis és Fotopoulos, 2011). A ROS és NO
esszencialis szerepét a CHT-indukalta gyors sztbmazarodasban Srivastava és mtsai. (2009)
publikaltak, kisérleteik sordn azonban az elicitor kezeléseket bors6 novényekrdl szarmazo
epidermisz-nytizatokon végezték CHT oldatban torténd inkubalassal, melyet kdvetéen a
sztomakban mar 30 percen beliil fokozodott a ROS és NO produkcidja. A CHT szintén
szignifikdns NO produkciot valtott ki a CHT-kezelt Nicotiana benthamiana ndvények
sztdmaiban, valamint H2O2 akkumulaciot az intakt levelekben a kezelést kovetden 6 Ora
elteltével (Wu és mtsai. 2017). Ezen megfigyelésekhez hasonldan, intakt paradicsom
novényekben a CHT gyors ROS akkumulaciét generalt hajnalban (5:00) és reggel (9:00) a
zarosejtekben, azonban a sztdmazarddas annak fliggvényében indukalodott, hogy mely

napszakban tortént a CHT kezelés. Az intakt ndvények disztalis, kezeletlen leveleiben a
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sztomak ROS/NO produkcidja a gomba elicitor kezelést kovetéen 1 oOran beliil
szignifikdnsan megnétt, mely a sztoémzarodast eldsegitve a gyors, szisztemikus védekezési
valaszok fontos részét képzi intakt ndvényekben.

A klorofill fluoreszcencia indukciés paraméterek vizsgalata széleskoriien
alkalmazhat6 a kiilonb6zd stresszorok, igy a CHT PSII aktivitdsara gyakorolt hatasanak
tanulmanyozasara a sztdbmakban és mezofillum sejtekben egyarant (Liu és mtsai. 2005).
Korabbi tanulmanyok alapjan ismert, hogy a CHT kezelés lobab zardsejtekben
szignifikansan csokkentette a ®ps)i értékét és a linearis fotoszintetikus elektrontranszport
sebességét a PSII-ben (ETRII) nappal (Ordég és mtsai. 2011). Munkank soran a CHT
kezelések PSII aktivitasra gyakorolt, fény- és napszakfiiggd hatdsait tanulmanyoztuk,
paradicsom novényekben. Mig a zarosejtekben az Fv/Fm minddssze kismértékben csokkent
a CHT alkalmazasat kovetéen, a ®ps) reggel (9:00) szignifikansan visszaesett a CHT-
kezelt levelek sztomaiban a kontrollhoz képest. Ezen eredményeink azt bizonyitjak, hogy a
CHT jelentdsen befolyasolja a zardsejtek fotoszintetikus aktivitasat, mely kiilondsen a
fényszakasz kezdeti oraiban bir meghatirozo jelentéséggel. Mind a ®ps;i csokkenése,
valamint a ROS fokozott produkcidja hozzajarulhat a CHT-indukalta sztdémazarddashoz.

Erdekes modon a ®psy a zardsejtek mellett a mezofillum sejtekben is csokkent a
CHT kezeléseket kovetden, azonban ez elsdsorban hajnalban (5:00) volt szignifikans
mértékli, mig az Fu/Fm nem valtozott szamottevéen az intakt levelekben. A ®pg)
csokkenése hajnalban a védelmi valaszreakciok fontos momentuma lehet, mivel a
fény/sotét atmenet megvaltoztatja a kloroplasztisz redox homeosztazisat (Cejudo és mtsai.
2019). Korabbi megfigyelések alapjan a CHT dnmagaban nem befolyasolta szignifikdnsan
az Fv/Fm, ®@psii, valamint qP paramétereket, viszont kukorica csirandvényekben Cd stressz
soran, valamint paradicsomban uborka mozaikvirus (CMV) fert6zés esetén jelentGsen
fokozta azokat, hozzajarulva a fotoszintetikus aktivitds optimalis szintjének biztositasahoz
abiotikus vagy biotikus stressz fennalldsa esetén (Qu és mtsai. 2019; Rendina és mtsai.
2019; Carmona ¢és mtsai. 2020). Az eredményeinkhez hasonloan Iriti és mtsai. (2009) sem
tapasztaltak szignifikans valtozast az Fv/Fm paraméterben intakt veteménybab levelekben
24 6raval a CHT kezelést kdvetden, viszont az NPQ jelentdsen megnétt az elicitor kezelés
eredményeként. Kisérleteink soran az NPQ ugyancsak szignifikdns névekedést mutatott az
intakt paradicsom ndvények leveleiben, azonban ez kizarolag hajnalban volt
megfigyelhetd. Az NPQ novekedése a védekezési folyamatok indukcidjanak fontos

indikatora, mivel a ROS termelés csokkentésével mérsékli a fotokémiai karosodast, ezaltal
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pedig fokozza a fotoszintetikus aktivitast az egyik legmeghatarozobb napszakban (Zhao és
mtsai. 2017). Eredményeink alapjan feltételezhetd, hogy a novények elsdédleges védelmi
vonalat képzé epidermisz rétegen keresztiil megvalosuldo CHT-érzékelés olyan
szignalizacios folyamatokat aktival, melyek a mezofillum sejtek metabolizmusat ¢és
fotoszintetikus aktivitdsat is megvaltoztatjadk a korai fényszakaszban, ezaltal fokozva a
novények védekezésének hatékonysagat. Mindemellett érdekes modon a CHT kezeléseket
kovetéen nem indukalédott az intakt paradicsom novényekben a zardsejtek vagy
mezofillum sejtek fotoszintézisére Kkiterjedd, szisztemikus valasz a vizsgalt klorofill
fluoreszcencia indukcids paraméterek valtozasai alapjan, igy a fotoszintetikus aktivitas
valdsziniileg kevésbé relevans szerepli a szisztemikus rezisztencia kialakuldsdban a
vizsgalt idépontokban.

A kiilonbozd, védekezésben szerepet jatszo ndvényi hormonok 4altal indukalt
szignalizacios folyamatok, valamint a SAR kulcsfontossagu szerepet tolt be a patogénekkel
szembeni rezisztencia kialakitdsdban. Ezen folyamatok hormondlis szabalyozésa
alapvetéen a SA, az ET, valamint a JA altal valosul meg (Liu és mtsai. 2011). Issak és
mtsai. (2013) kimutattdk, hogy a CHT altal indukalt sztomazarodas elsésorban a SA
szabalyozasa alatt all, mig az ABA Iényegesen kisebb mértékben jarul hozza a
kialakulasdhoz. A CHT kezelések paradicsom novényekre gyakorolt, fény- ¢és
napszakfliggd hatdsainak tanulmanyozasa érdekében az elicitor alkalmazasat kovetden
kiilonb6zé6 SA-, valamint ET/JA-valaszgének expresszidjat analizaltuk, melyek
Arabidopsisban Pseudomonas syringae fert6zés soran igazoltan indukalddtak (Griebel és
Zeier, 2008; Liu és mtsai. 2011). A SA markergén SIPR1 transzkripcidja koran, mar
hajnalban (5:00) szignifikans novekedést mutatott a CHT kezeléseket kovetden, majd
maximalis expressziojat a korai fényszakaszban (9:00) érte el. Az SIPR1 relativ transzkript
akkumulacidja azonban a sotétszakasz kezdetén (21:00) torténd CHT kezeléseket kdvetden
volt a legmagasabb, mely a védekezési valaszok indukcidjanak késleltetését feltételezi,
melyet tovabb bizonyit, hogy ekkor még a sztomak sem zarodtak szignifikansan.

A védekezési valaszok cirkadidn reguldcidjanak ¢és direkt, fény altali
szabalyozasanak elkiilonitése érdekében a fényszakasz kezdetén (8:00) kezelt novényeket
parhuzamosan fényben vagy mesterséges sotét kornyezetben tartottuk. A CHT minddssze
1 oran beliil, szignifikansan fokozta az SIPR1 kifejez0dését a fényben tartott novények
levelében, mig ez a sOtétben elmaradt, mely a CHT-indukalta védekezési valaszok
potencidlis fényfiiggését feltételezi. A CHT kezelést kdvetd, 1 napon beliil indukélodo

SIPR1 expressziot korabbi tanulmanyok leirtak tobbek kozott rizs sejtszuszpenzidban,
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sargarépa levélben, valamint kivi gylimolcsben, mig az ismételt CHT kezelések akar
3 vagy 6 nap utan is fokoztak az SIPR1 kifejez6dését paradicsomlevélben (Lin és mitsai.
2005; Jayaray és mtsai. 2009; Hua és mtsai. 2019; El-Garhy és mtsai. 2020), azonban a
CHT kezelések hormonvalasz gének szignalizaciojara gyakorolt napszak-, valamint
fényfiiggd hatdsait még nem vizsgaltak kiilonbozo levélemeletekben, intakt ndvényeken.
Az ET szerepe a CHT altal indukalt védekezési valaszok kialakitdsaban
napjainkban is vitatott, mivel az sz6l6levélben 3 nap mulva indukalta a JA/ET-fiiggd
védekezési valaszokat, mig gatolta a SA szignalizaciot, azonban veteménybabban nem
jatszott szerepet a CHT-indukalta rezisztencia kialakitasaban (Iriti és mtsai. 2010; De Bona
¢s mtsai. 2021). Munkank soran az ET és a JA CHT altal indukalt védekezési valaszokban
betoltott szerepét az SIERF1 expresszios valtozasai alapjan tanulmanyoztuk. Az ET és JA
altal szabalyozott ERF1 TF szamos olyan PR gén expressziojat fokozza, melyek
meggatoljak a betegség progresszidjat (Lorenzo és mtsai. 2003). Az ERF1 indukciojat
leirtak tobbek kozott Botrytis cinerea és Fusarium oxysporum fert6zést kovetden
Arabidopsisban, mely alapvetéen ET- és JA-szignalizacio-fliggének bizonyult, azonban a
SA nem befolyasolta azt szdmottevden (Berrocal-Lobo és Molina, 2004). A CHT Aéltal
indukalt SIERF1 expresszié napszakfiiggését elsoként figyeltik meg, mely hajnalban
(5:00), a fény/sotét tranzicids szakaszban fokozodott szignifikansan. Ezen feliil
kifejezoédése az SIPR1 génhez hasonloan szignifikans novekedést mutatott a fényszakasz
kezdetén (8:00) torténd CHT kezeléseket kovetden fényen tartott ndovények levelében
lokalisan és szisztemikusan, 1 6ran beliil. Ezen eredmények azt bizonyitjak, hogy az ET ¢és
a JA kizarolag a CHT-indukalta gyors, ordkon beliil indukalodo védekezési vélaszok
kialakitasaért felelések, mig a SA domindns szerepet jatszik abban, a fokozott SIPR1
expresszio alapjan. Az SIERF1 relativ transzkript szintje ugyanakkor szignifikansan
megndtt a sotétben, mig az SIPR1 kifejezddése jelentdsen csokkent, ami a fény CHT-
indukalta védekezési valaszokban betoltott esszencidlis szerepét bizonyitja. A lokalis
valaszok mellett a CHT-kezelt levélemeletektdl disztdlisan elhelyezkedd levelekben is
szignifikansan fokozodott az SIPR1 és SIERF1 atirodasa a CHT kezelést kovetden 1 oran
beliil a fényen, mely szoros korrelaciot mutatott az itt jelentkez6 ROS és NO
akkumulacidval, valamint a sztomazarodassal. Atia és mtsai. (2005) paradicsomban szintén
szamos PR gén (GLU, CHI, PR14) lokalis és szisztemikus akkumulacidjat detektaltak
CHT kezelést kovetden. Eredményeink szolgaltatjdk azonban az elsd bizonyitékokat arra
vonatkozolag, hogy a CHT a fényszakasz kezdetén mindossze 1 oOran beliil képes a

szisztemikus valasz kivaltasara intakt paradicsom novényekben. A megfigyelt fiziologiai
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¢s molekularis valtozasok megerdsitik a napszak, valamint a megvilagitds alapvetd

jelentéségét az intakt paradicsom novények gomba elicitor kezelésre adott valaszaiban.

6.2. A CHT altal indukalt gyors lokalis és szisztemikus védelmi valaszok fény-
és ET altali regulacioja

Annak ellenére, hogy a CHT az egyik legjobban tanulmanyozott gomba eredeti MAMP,
pontos hatdsmechanizmusa, kifejezetten az egész ndvény szintjén még kevésbé ismert
(Narula és mtsai. 2020). Ennek 6 oka, hogy az elicitor kezelések hatasat a novénybiologiai
kutatdsok tobbsége levagott leveleken vizsgalta, ami egyuttal megakadalyozza az
esetlegesen aktivalodo, egész novényre kiterjedd, szisztemikus valaszok detekciojat.
Korabbi, intakt paradicsom novényeken végzett kisérleteink soran megfigyeltiik, hogy a
CHT képes a SAR indukcidjara, ezért tovabbi kutatasainkban a lokalis védelmi folyamatok
mellett a szisztemikus valaszok tanulményozadsdra fektettiink hangstlyt. Ezek
szabalyozasaban a novények endogén cirkadian ordja mellett kiemelt szerepet jatszik a
napszak, valamint a kiilonb6z6 abiotikus kornyezeti koriilmények, mint példaul a fény
(Karapetyan ¢és Dong, 2018). Eldzetes tanulmanyaink alapjan a fény kozvetleniil
szabalyozza a paradicsom ndvények CHT-indukalta védelmi valaszait, igy tovabbi
kutatasaink sordn célul tliztiik ki azok fényfliggésének tisztdzasat. Szamos megfigyelés
igazolta, hogy a CHT hossztavi, akar napokig tartd hatas kifejtésére képes (Ben-Shalom
¢s mtsai. 2003; Manjunatha és mtsai. 2009). Emellett a kordbbi kutatdsok tobbségének
allaspontja alapjan a CHT altal kivaltott rezisztencia késleltetve indukalodik, igy a legtobb
tanulmany a kezeléseket kovetden 6-48 ora mulva vizsgalta a védekezési valaszokat
(De Bona ¢és mtsai. 2021). Egyes szerzok azonban, kordbbi kutatdsi eredményeinkkel
megegyezOen, a CHT kezelést kovetd els6 oOraknak tulajdonitottak kulcsfontossag
jelentdséget, a védekezési valaszok maximalis aktivacidja (pl.: ROS és NO akkumulécio)
szempontjabol (Yin és mtsai. 2013; Devireddy és mtsai. 2020a). Ezen megfigyelések
figyelembevételével tovabbi kisérleteink soran a CHT-indukélta gyors lokalis és
szisztemikus valaszok tanulmanyozasara fokuszaltunk (II. kisérleti elrendezés). Mivel
elézetes méréseink alkalmaval a gomba elicitor kezeléseket kovetden az SIERF1 rovid
1d6én beliil jelentkezd, szignifikdns expresszidjat tapasztaltuk, viszont az ET szerepe a
novény-patogén interakciok soran még kevésbé ismert, tovabbi kisérleteinket ET receptor

mutans, Nr paradicsom novényeken is elvégeztiik.
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A sztomazarodas az egyik legkorabbi, akar perceken beliil aktivalodé ndvényi
védekezési valasz a patogének vagy elicitorok felismerését kovetden (Srivastava és mtsai.
2009; Koers és mtsai. 2011; Devireddy és mtsai. 2020b). A CHT sztémazard hatasan feliil
a gazcserenyilasok nyitodasat is hatékonyan meggatolja (Ordég és mtsai. 2011; Wu és
mtsai. 2017). Eredményeink alapjan a CHT minddssze 30 percen beliil szignifikans
sztomazarodast valtott ki a VT ndvényekben, mely a kezelt levélemelett]l disztalisan
elhelyezkedd levelekre is kiterjedt, megerdsitve korabbi feltételezéseinket a CHT
szisztemikus hatasara vonatkozolag. A fény hidnya 6nmagaban szignifikansan csokkentette
a sztomaapertirak méretét, azonban a CHT ezt tovabb fokozta. A VT novényekkel
ellentétben, az ET inszenzitiv mutdnsokban a CHT nem befolydsolta szignifikdnsan a
zarosejtek porusatmérdjét, az ET szerepét igazolva a CHT altal kivaltott lokalis, valamint
szisztemikus védelmi véalaszok kialakul4saban.

A ROS és NO termel6dését gatlé inhibitorok, valamint Ca?* kelatorok alkalmazésa
megakadalyozza a CHT-indukalta sztomazarodast (Srivastava és mtsai. 2009). Korabbi
tanulmanyok igazoltdk a ROS és NO akkumulacio, valamint a citoszolikus NAD(P)H
elérhetdségének sziikségességét a CHT altal kivaltott sztomazarodas folyamataban,
melynek sordn a ROS szintjei a kezeléseket kovetden minddssze 5, mig a NO
koncentracidja 10 percen beliil szignifikans novekedést mutatott in vitro (Iriti és mtsai.
2009; Li és mtsai. 2009; Srivastava és mtsai. 2009). A CHT altal kivaltott oxidativ
robbands altaldban a kezelést kovetd elsdé orakban tetdzik. A CHT-indukalta H:O>
akkumulacié maximumat 12 percen beliil érte el buza sejtkultiraban, 30 percen beliil
olajrepcében, mig 50 perc alatt rizs sejtszuszpenzioban (Lin és mtsai. 2005; Paulert és
mtsai. 2010; Yin és mtsai. 2013). Rossard és mtsai. (2010) azonban kimutattak, hogy a
CHT altal okozott H202 produkcié nem feltétleniil korlatozodik kizardlag a kezelés els6
oOraira. Kisérleteik soran bizonyitottak, hogy a CHT kezelést kovetden Beta vulgaris
levélkorongokban kétfazisu H2O> produkcié figyelhetd meg, melynek soran az elsd, 1 ora
utan tapasztalhato H20, maximumot kovetéen 4 ora utan egy masodik, orakig fennallo
H202 csucs generalddik, részben a konstitutiv Cu/Zn SOD aktivitdsnak koszonhetden
(Rossard és mtsai. 2010). Erdekes modon, kisérleteink soran az intakt novények leveleinek
H20:> produkcidja nem valtozott szignifikdnsan a CHT kezeléseket kdvetéen 30 perc vagy
1 ora elteltével, sem a VT, sem a Nr mutdns novények esetében, azonban a Oz~
termelddése mar a kezelést kovetden 30 perc mulva fokozddott, mely a szisztemikus
levelekben 1 oOra utdn érte el a maximumat. A Oy termelddését nem csak a sotétség, de az

aktiv ET jelatvitel hianya is negativan befolyasolta, mivel az teljes mértékben gatlodott a
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Nr mutansokban, mely az ET elsddleges szerepét bizonyitja a ROS szignalizacidban,
a rezisztencia kialakuldsanak kezdeti szakaszaban. Az ET Oz produkciora gyakorolt,
kozvetlen hatasat korabban Borbély és mtsai. (2019) irtdk le ET bioszintézis prekurzor
ACC hasznélata segitségével. Eredményeink alapjan a CHT altal indukalt lokalis ET
szisztemikus védelmi valaszokat az intakt ndvényekben. A lokalis ROS produkcié id6beli
fluktuacioit a CHT kezeléseket kovetden Artemisia annua novényekben irtak le, ahol
eredményeinkhez hasonléan gyors, folyamatos Oz~ akkumulacio jelentkezett kozvetleniil a
kezelések utdn, mig a H»O> szintje minddssze ordk mulva mutatott szignifikdns
novekedést, mely csak 24 ora elteltével tetdzott (Lei és mtsai. 2011). Mindezek alapjan
feltételezhetéen a O27, és nem a H203 jatszik els6dleges szerepet a CHT kezeléseket kovetd
gyors, 1 oran belill indukdlodd védekezési valaszok kialakitdsdban. A korai, fokozott
lokalis Oz produkcid igazoltan a NADPH-oxid4az direkt aktivacidjara vezethetd vissza
CHT kezelést kdvetden, mig az antioxidans rendszer (pl.: APX, CAT, glutation-peroxidaz
(GPX)) ezzel egyidejii aktivacioja csokkentheti a ROS generaciot, mely a H202 szintek
relative alacsony szinten tartdsat biztositotta kukorica csirandvényekben, CHT kezelés
soran (Prasad és mtsai. 2017; Turk, 2019; Xu és mtsai. 2020). A gyors, korai Oz~
produkciot koveto késleltetett HoO» valasz lehetséges magyarazata a SOD viszonylag lassu
aktivacigja korabbi megfigyelések alapjan (Lei és mtsai. 2011). Devireddy és mtsai.
(2020a) leirtak, hogy nagy intenzitasi fénystresszt kovetéen a ROS szintjei orakig
magasak maradnak a szisztemikus levelekben, mely egyfajta ,,szisztemikus stressz
memoria” funkciot tolthet be, mely a védekezési mechanizmusok up-regulalt allapotanak
fenntartasaban jatszhat szerepet.

A ROS mellett a NO lokalis akkumulacidja szintén azonnal jelentkezik a CHT
kezeléseket kovetden, mely a korai védekezési valaszok aktivacidjanak kulcsfontossagi
eleme (Manjunatha és mtsai. 2009; Yin és mtsai. 2013; Chandra és mtsai. 2017). A CHT
mind a VT és Nr paradicsom novények levelében fokozta a NO termelddését, a fény
jelenlététdl fliggetleniil, mely a szisztemikus levelekben is szignifikdns ndvekedést
mutatott. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy a CHT altal generalt NO produkcio fliggetlen
az aktiv ET szignalizaciotol. A JA, valamint a SA esetében azonban ismert, hogy stressz
koriilmények soran eldsegitik a gyors NO akkumulaciot (Mur és mtsai. 2013; Takacs és
mtsai. 2016). Ugyanakkor a NO termelddésében kozvetlen szerepet jatszo nitrat-reduktaz

aktivitasa gatolt a sotétben (Poor és mtsai. 2019b).
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A géaz halmazallapotu ET a ndvények fejlédésének és biotikus stresszel szembeni
védekezésének fontos szabalyozd molekulaja, azonban a pontos funkcidjara vonatkozo
informaciok gyakran ellentmondésosak. Altalanossagban megallapithato, hogy a JA
szignalizacios utvonalakkal egyiittmiikodve elsésorban a nekrotrof patogénekkel szembeni
védekezésben jatszik szerepet, mig a SA a biotréfok elleni védelem kulcsmolekuldja
(van Loon és mtsai. 2006a). Az inkompatibilis ndvény-patogén interakciok, valamint a HR
kialakulasa gyakran fokozott ET produkcidval kisért folyamatok, mely kiemelt szerepet
tolt be a rezisztencia kialakuldsaban. Azonban ET inszenzitiv, Nr mutans ndvényekkel
végzett kisérletek soran igazoltak, hogy az avirulens Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria fertdzést kovetden az ET nem jatszik szerepet a nekrotikus 1ézi6 kialakulasaban
(Ciardi és mtsai. 2000; van Loon és mtsai. 2006a). A Nr paradicsom novények az ET
receptor mutacioja kovetkeztében nem képesek az ET érzékelésére, azonban ez az ET
bioszintézisét nem akadalyozza, s6t, a negativ ET visszacsatolasi valasz kovetkeztében
fokozott ET akkumulacid figyelhetd meg benniik a VT novényekhez képest (Lanahan és
mtsai. 1994; Borbély és mtsai. 2020; Nascimento és mtsai. 2021). Az ET CHT-indukalta,
gyors védekezési valaszokban betdltott szerepét Yin és mtsai. (2006) oligoCHT kezelést
kovetden olajrepce levelekben irtak le, melynek soran két EREBP és egy ET receptor gén
expresszioja a kezelést kovetd egy oran beliil szignifikdns novekedést mutatott. Az ET
jelatvitel szintén szerepet jatszik a SAR szignalizdcidban TMV fertdzést kovetden,
azonban szerepe a CHT-indukalta, egész novényre kiterjedd szisztemikus valaszok
kialakitasaban még nem ismert (Verberne €s mtsai. 2003). A CHT kozvetlen, pozitiv
hatasat az ET termelddésére elsoként fenyd sejtszuszpenzioban irtdk le (Popp és mitsai.
1997). A CHT szintén fokozott ET emissziot indukalt az intakt paradicsom ndvények
levelében, azonban ez a sotétben tartott ndvényekben elmaradt. A gomba elicitor kezelést
kovetd ET akkumulacio kizardlag a lokalis levelekre korlatozodott, a szisztemikus
levelekben nem tortént szignifikans valtozas.

A ET bioszintézisében részt vevd ACO kifejezddése szignifikansan fokozoddott a
CHT kezeléseket kovetden szdlélevélben (De Bona és mtsai. 2021). Megfigyeléseink soran
az SIACOL1 ¢és SIACS6 ET bioszintézis gének expresszidja szintén szignifikansan nétt a
CHT kezeléseket kovetéen mind a VT, mind a Nr mutans paradicsom ndvényekben,
azonban ezek a VT novények levelében 1ényegesen magasabb szinten fejezédtek ki. Ezen
eredményeink szoros korrelaciét mutattak Castagna ¢és mtsai. (2007) kordbbi
megfigyeléseivel, miszerint az ET bioszintézis gének késleltetve fejezédnek ki a Nr

mutansok levelében a VT ndvényekhez viszonyitva, ez a lassan aktivalodo ET-valasz
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pedig feltehetden az ET érzékelésének defektusara vezethetd vissza. A fény ET
bioszintézisre gyakorolt, kdzvetlen gatld hatdsat korabbi tanulmanyokhoz (Kao és Yang,
1982) hasonldan kisérleteink is igazoltak, mivel a s6tétben tartott ndvények leveleinek ET
szintje kismértékben magasabb a fényen tartott n6vényekhez viszonyitva, mely kiilonésen
érvényes a Nr mutansokra. A CHT ugyanakkor kizarélag a fényen tartott VT ndvények
tartott novényekben, mind az ET inszenzitiv Nr mutansokban elmaradt. Mindez megerdsiti
azon korabbi megfigyeléseket, melyek bizonyitottak, hogy a HR kialakuldsa nem kizar6lag
az ET akkumulaci6 defektusa esetén, de a fény hianyaban is gatlodik TCV fertézés soran,
Arabidopsis novényekben (Chandra-Shekara és mtsai. 2006; van Loon és mtsai. 2006a).

A PR proteinek akkumulécioja patogénfertézést vagy elicitor kezelést kdvetden
erésen ET altal szabalyozott folyamat, mely amellett, hogy gatolja a kérokozok tovabbi
terjedését, a szisztemikus valaszok kialakulasaban is részt vesz (Hadwiger, 2013). Korabbi
megfigyeléseink soran a CHT rovid idén beliil fokozta az SIPR1 relativ transzkript
levelében. A PR fehérjecsaladba tartozd kitinazok elsddleges szerepe a gombak sejtfalat
alkoto kitin és CHT polimerek hidrolizise, ezaltal pedig a gombafert6zést kovetd
védekezési valaszok aktivacidjanak potencialis markereiként funkcionalnak (Grover, 2012;
Xing és mtsai. 2015). A paradicsomban azonositott SIPR3 olyan ll-es kitinaz osztalyba
tartoz6 endokitindzt kodol, mely mind a HR és SAR folyamataban részt vesz
(Sol Genomics Network; Grover, 2012). A PR3 alapvetéen az ET- és JA szignalizacios
utvonalakon keresztiil aktivalodik, mely exogén ACC kezeléssel is kivalthato (van Loon és
mtsai. 2006b; Mazarei ¢s mtsai. 2007; Chen ¢és mtsai. 2008; Zhu és mtsai. 2014).
A kitinazok expresszidja gatolt ET inszenzitiv Nr mutdns paradicsom novényekben
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria fert6zés esetén, mely tovabb bizonyitja a
folyamat ET-fliggését a védekezési valaszok soran (Ciardi és mtsai. 2000). A CHT hatasa
azonban jelentdsen fiigg annak molekuléris todmegétdl. Dubin és mtsai. (2020) leirtak, hogy
els@sorban az alacsony molekulasulytt CHT képes a PR gének expressziojanak fokozasara,
melyek koziil a CHT elsésorban a PR3b endokitinaz kifejez6dését fokozta, minddssze
1 o6ran beliil dohany novényekben. Az SIPR3 relativ transzkript szintje az ET inszenzitiv
paradicsom mutansok levelében alapvetGen magasabb volt a VT novényekhez képest,
kontroll koriilmények kozott is. A CHT kezeléseket kovetden mindkét genotipusban 1 6ran
beliil szignifikdnsan fokozodott az SIPR3 kifejezédése a fényen tartott novények lokalis

leveleiben, mely azonban sokkal erdteljesebben indukalodott a sotétben tartott VT
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paradicsomokban. Frdekes modon ez a novekedés szignifikansnak bizonyult a VT
novények kezeletlen, disztalis leveleiben is, viszont elmaradt a Nr mutdnsokban, ami a
CHT-indukalta szisztemikus valaszok kialakulasanak ET-fiiggését sugallja. A CHI buza
novények disztalis leveleiben a CHT kezelést kdvetden 6 6ra mulva mutatott maximalis
expressziot (Diaz-Martinez és mtsai. 2018). Western blot analizissel végzett kisérleteinkkel
igazoltuk, hogy a PR3 protein szintek az SIPR3 génexpresszids valtozasaihoz hasonld
tendenciat mutattak, megerdsitve a gyors ¢és fokozott kitindz produkcid alapvetd
jelentdségét a CHT altal indukalt lokalis és szisztemikus védekezési valaszokban. Atia €s
mtsai. (2005) paradicsom novényekben exogén CHT kezelést kovetden szintén fokozott
kitinaz fehérje akkumulaciét figyeltek meg a disztalis levelekben, igy eredményeink
tovabb erdsitik a CHT pozitiv regulacios szerepét a SAR kialakulasaban. Erdekes modon a
soran a PVDF membranon kettés PR3 fehérje savot detektaltunk, melyet korabban egyéb
novényfajokban is megfigyeltek (Munger ¢s mtsai. 2012; Falcioni és mtsai. 2014). Ennek
feltételezhetd oka, hogy az I-es osztalyba tartozé endokitinaz két izoformaval (CHN A,
CHN B) rendelkezik, melyek szerkezete ugyan nagyon hasonld, bizonyos, specifikus
AS-ak delécidja €s szubsztiticidja a két izoforma molekularis tdmegében akar 1500-2000
Da kiilonbséget is eredményezhet (Sticher és mtsai. 1993).

Szamos kutatds demonstralta, hogy a megemelkedett kitindz expresszid nem
parhuzamosan a kitinazok aktivitasa is fokozodik (Aziz és mtsai. 2006; Jayaraj €s mtsai.
2009). Ugyan az SIPR3 expresszidja, valamint a PR3 proteinek akkumulaciéja a CHT
kezeléseket kovetden minddssze 1 oran beliil fokozodott az intakt paradicsom ndvények
levelében, a kitinazok aktivitasa ezid$ alatt nem mutatott szignifikans novekedést egyik
vizsgalt genotipusban sem. Ennek egyik lehetséges magyarazata a kitindz enzimek
késleltetett aktivacidja, mely a CHT kezelést kdvetéen szélolevélben 2 ora utan kezdett
néni, mig sargarépa levélben 12, rizs sejtszuszpenzidban pedig 48 6ra mulva érte el a
maximumat (Lin és mtsai. 2005; Trotel-Aziz és mtsai. 2006; Jayaraj és mtsai. 2009).
Mindazonaltal szamos kutatas cafolja a kitindz enzimek aktivaciojanak kritikus szerepét a
rezisztencia kialakuldsaban, so6t, bizonyos szignalizdcios molekuldak generaciojara
gyakorolt indukcios hatasuknak relevansabb szerepet tulajdonitanak, mint a direkt
enzimatikus aktivitdsuknak (Ciardi és mtsai. 2000; van Loon és mtsai. 2006b).

A PR fehérjék szintézisének elsddleges helyszine a durva felszinti ER, ahol az

abiotikus és biotikus stressz hatasara indukalédd, fokozott transzlacidos aktivitas
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egyik legfontosabb UPR markerként funkcional (Cheng és mtsai. 2015; Bao és Howell,
2017). A BiP akkumulaciojat novényekben CHT kezelés hatasara elsOként Malerba és
mtsai. (2012) irtdk le, melynek soran az ER szerkezetének valtozéasat is megfigyelték.
A kationos CHT ¢és anionos pektin oligomerekbdl felépiildé COS-OGA elicitorokrol szintén
bizonyitottak, hogy pozitivan regulaljak bizonyos HSP70 chaperon gének expresszidjat
(Van Aubel és mtsai. 2016). A CHT kezeléseket kovetéen mind a VT és ET inszenzitiv Nr
paradicsom novények levelében fokozodott az SIBiIP kifejez6dése, mely az ER stressz,
majd a velejar6 UPR fokozott aktivacidjat bizonyitja az elicitor érzékelését kovetd
mindbssze 1 oran belill. A BiP expresszidjanak lokalis és szisztemikus gyors, atmeneti
indukcigjat biotikus stressz soran Jelitto-Van Dooren ¢és mtsai. (1999) dohany
novényekben figyelték meg, mely megeldzte a szintén PR fehérje csalddba tartozo
B-1,3-gliikanaz indukcigjat. A BiP akkumulacidja alapvetden szoros korrelaciot mutatott a
génexpresszios eredményekkel. A CHT kezelés jelentés mértékben indukalta az SIBiP
kifejezddését, melyet sem az ET szignalizacio defektusa, sem a fény hidnya nem
befolyasolt szignifikansan, viszont jelentdsen csokkent a Nr mutansok disztalis leveleiben.
Ezen eredmények alapjan feltételezhetden a CHT-indukalta lokalis SIBIP expresszid
figgetlen az ET- és a fény szignalizaciotol. Ugyanakkor az SIBiP ¢és BiP fehérje

crer

kivaltott szisztemikus valaszok ET-fliggését bizonyitja.

6.3. Az ET szerepe a flg22 altal indukalt fény- és napszakfiiggd, gyors lokalis és
szisztemikus védekezési valaszokban

A gomba eredetli CHT kezelések hatdsainak vizsgalatat kovetden tovabbi munkénk soran a
bakterialis elicitorként funkcionalé flg22 4ltal indukalt védekezési valaszok
tanulmanyozéasara fokuszaltunk. Habar a flg22 az egyik legelterjedtebb, bakteridlis
fertézések modellezésére hasznalt elicitor molekula, fény-, valamint napszakfiiggd hatésai
még kevésbé feltartak. A novények patogénekkel szembeni védekezésének sikeressége

ugyanis nagymértékben fiigg a kiillonboz6 fizioldgiai és molekularis védekezési valaszok
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aktivacigjanak megfeleld idészakra torténd iitemezésétdl, melynek szabalyozéasdban a
névényi hormonok, igy az ET kulcsfontossagu szerepet jatszik (Pieterse €s mtsai. 2012;
Vos és mtsai. 2013; Broekgaarden ¢és mtsai. 2015). Ezen folyamatok ugyanakkor olyan
kiils6 tényezoktdl is jelentdsen fiiggenek, mint a fény jelenléte és hidnya, vagy a ndovények
endogén cirkadian o6raja (Roden és Ingle, 2009; Carvalho és Castillo, 2018; Karapetyan és
Dong, 2018). Annak ellenére, hogy a JA és SA akkumulacidja a cirkadian o6ra regulacioja
alatt all, a novekedés és fejlodés szabalyozasaban részt vevé ET szignalizacos folyamatok
alapvetden fliggetlenck a cirkadian ritmusoktol (Thain és mtsai. 2004; Brockgaarden és
mtsai. 2015; Karapetyan és Dong, 2018). Ugyanakkor szdmos tanulmanyban leirtak, hogy
az ET funkcidja nagymértékben fligg annak koncentracidjatol, tovabba eltérd lehet fényben
¢s sotétben (Miihlenbock és mtsai. 2007; Borbély és mtsai. 2019; Harkey €s mtsai. 2019).
Munkank soran elséként vizsgéaltuk meg a bakteridlis elicitor flg22 napszak-,
valamint ET-fliggd hatasat a lokalis és szisztemikus védekezési valaszok aktivaciojara,
intakt paradicsom novények levelében. Mivel a fény kozvetlen szabalyozé szerepe az
endogén cirkadidn 6ra altali regulaciotdl nehezen megkiilonboztethetd, kisérleteinket két,
egymashoz kozel esd napszakban, a fényszakasz végén (17:00) és a sotétszakasz kezdetén
(21:00) torténd flg22 kezeléseket kovetden végeztik el, melyekben elézetes
megfigyeléseink alapjan eltéréen indukalodhatnak a kiilonbozo, elicitor altal kozvetitett
védekezési valaszok. A fényszakasz végén, délutan elkezd6dd sztomazarddassal
parhuzamosan csokken a fotoszintetikus termékek felhalmozodasa (Lawson, 2009).
Ugyanakkor a cirkadian ora szabalyozasa alatt 4ll6 JA akkumulaci6é pont ezen napszakban
¢éri el a maximumat (Goodspeed ¢és mtsai. 2012), igy az ekkor aktivalodd szignalizacios
események merdben eltéroek lehetnek a fényszakasz kezdetével Gsszehasonlitva. Mivel a
legtobb baktérium éjszaka mutat maximadlis aktivitast (Santamaria-Hernando és mtsai.
2018), a természetes koriilmények pontosabb modellezése érdekében mesterséges sotétités
helyett a flg22 fényfiiggd hatdsait a fényperiodus végét kovetden, 3 oraval késébb (21:00)
torténd kezelések segitségével tanulmanyoztuk, amikor a fényfiiggd fotoszintetikus
események, valamint a fitokrom szignalizacié mar inaktivalodtak (Graf és mtsai. 2010;
Medzihradszky és mtsai. 2013). E kisérleti elrendezés soran az ellentétes napszakokban
torténd kezelések lehetoveé teszik a fény flg22-indukalta védekezési reakciokban betdltott
szerepének vizsgalatat, ugyanakkor ezek az idopontok egymashoz kelloképpen kozel
esnek, igy a metabolikus energiat szolgaltatd szénhidratok, mint a keményitd elérhetdsége
még nem tér el szignifikdnsan, mely jelentésen befolydsolhatnd a novények védekezési

valaszait (Graf és Smith, 2011). Korabbi megfigyelések alapjan a flg22 minddssze 1 6ran
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beliil képes gyors molekularis és fiziologiai valaszok kivaltasara intakt novényekben, mint
példaul a fokozott ROS akkumulédcié, a védekezési- ¢és hormonvélasz gének
expressziojanak indukcidja, valamint a sztomazarodas kivaltdsa (Denoux és mtsai. 2008;
Sano és mtsai. 2014; Guzel Deger €s mtsai. 2015; Bhattarai €¢s mtsai. 2016; Toum és mtsai.
2016; Zhang ¢és mtsai. 2016). Kisérleteink soran ezen gyors, lokalis és szisztemikus
védekezési valaszok napszakfiiggését a délutan vagy este torténd bakteridlis elicitor
kezeléseket kovetden 30 perc és 1 ora elteltével vizsgaltuk meg, VT és ET inszenzitiv
mutans intakt paradicsom novényekben (III. kisérleti elrendezés).

A MAMP-ok érzékelését kovetd egyik leggyorsabban indukaléddé ndvényi
védekezési valasz a fokozott ROS produkcido (Jones és Dangl, 2006). Ebben
kulcsfontossagli szerepet jatszanak a PM-ban lokalizalod6 NADPH-oxidazok, melyek a
citoszolikus NADPH molekuldkrél elektronokat kozvetitenek a molekularis oxigénre,
ezaltal pedig O~ keletkezik. A gyors Oz produkciéo nélkiilozhetetlen a lokalis,
az egész novényre kiterjedd, szisztemikus védelem megvalositasat is perceken beliil
eldsegiti (Mittler és mtsai. 2011; Dubiella és mtsai. 2013; Baxter ¢és mtsai. 2014).
Kisérleteink soran a flg22 kezelések minddssze kismértékben novelték a Oz~ lokalis
termelddését a fényperiddus végén (18:00) a VT ndvények levelében, viszont szignifikans
O~ akkumulaciot indukaltak azok disztalis levélemeleteiben. Mind a Oz~ és H2O> szintjei
alapvetéen alacsonyabbak voltak a Nr mutansok leveleiben, a VT novényekhez
viszonyitva. Az ET inszenzitiv mutdnsok disztalis leveleiben ugyanakkor nem valtozott
szignifikansan a O2” mennyisége a bakterialis elicitor kezeléseket kovetden, mely az ET
elsddleges szerepét igazolja a flg22-indukalta szisztemikus Oz~ akkumulacidban.
A fényszakasz végén (17:00) alkalmazott elicitor kezelésekkel ellentétben a sotétszakasz
kezdetén (21:00) a flg22 nem befolyésolta szignifikdnsan a Oz~ szintjeit egyik vizsgalt
genotipusban sem, mely tovabb bizonyitja a flg22 kezelések napszak-, valamint ET-fliggd
hatasat a O2” termelddésére az intakt paradicsom ndvények levelében. Szamos korabbi,
alapvetden luminol-alapti Oz~ detekcids modszerrel végzett kisérlet soran megfigyelték a
gyors, perceken beliil indukal6d6 lokalis oxidativ robbandst flg22 kezelés hatasara
levélkorongokban (Robatzek ¢és mtsai. 2007; Lyons és mtsai. 2013; Shi és mtsai. 2013;
Bhattarai és mtsai. 2016; Zhang és mtsai. 2016; Qi és mtsai. 2018b). Ezen in situ
megfigyelések azt feltételezik, hogy a ROS akkumuléacidja az egyik leggyorsabban
aktivalodo lokalis védekezési valasz a flg22 kezeléseket kovetden. A NADPH-oxidaz

aktivacioja a Oz~ gyors produkcigja altal ROS hullamot general, mely hozzajarul a gyors,
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szisztemikus valaszok kialakulasahoz a disztalis levélemeletekben (Devireddy és mtsai.
2020a). Borbély és mtsai. (2019) megfigyelték, hogy az ET koncentracid-fliggd modon
gyors Oz" és H2O2 produkcidt indukélhat intakt paradicsom novények leveleiben. Az ET
esszencialis szerepet jatszik a ndvényi védekezési valaszok kezdeti szakaszédban, mivel a
ROS termelddése elmaradt a flg22 kezeléseket kovetden az ET inszenzitiv receptor mutans
Arabidopsis csiranovényekben is (Mersmann és mtsai. 2010). A sotétség ugyanakkor
késleltetheti vagy gatolhatja a NADPH-oxidaz aktivacidjat, ezaltal a patogénfertézést
kovetd elsd, priming szerepli oxidativ robbands és a ROS hullam kialakuldsat (Poor és
mtsai. 2017), melyek kovetkeztében késleltetett a lokalis és szisztemikus valaszok
indukcidja. Teljes transzkriptom analizis alapjan Arabidopsis novényekben kimutattak,
hogy a flg22 &ltal 30 percen beliil indukalodo gének 30%-a fényfliggd expressziot mutat
(Sano és mtsai. 2014). A fény hidnya tehat egyarant késleltetheti vagy akar gatolhatja
molekularis szinten a ndovények védekezési valaszait a stressz stimulusok érzékelésének és
szignalizaciojanak befolyasolasaval, melyben a ROS- és hormonmetabolizmus alapvetd
szerepet jatszik. Megallapithatd tehat, hogy az ET a Oz produkcid szabalyozédsa révén
fontos szerepet jatszik a szisztemikus védelem kialakulasaban a fényszakaszban.

SOD katalizalja a védekezési folyamatok részeként, melynek szabalyozisaban fontos
szerepet tolt be az ET és a SA (Poor és mtsai. 2018; Takacs és mtsai. 2018). A H20:
mennyisége szignifikdnsan megndtt a fényszakasz végén (17:00) kezelt VT ndvények
leveleiben lokalisan, 30 perccel a bakterialis elicitor kezelést kovetden, azonban nem
valtozott szignifikansan a sotétszakaszban (22:00), valamint a Nr ndvények leveleiben.
A H202 termelddése szintén fontos részét képzi a flg22 altal indukalt gyors lokalis
védekezési valaszoknak, mivel nem kizarolag a sejtek redox 4llapotat szabélyozza,
mtsai. 2015). Guzel Deger és mtsai. (2015) Arabidopsis mezofillum sejtekben minddssze

perceken beliil indukalédé H20:z csucsot figyeltek meg a flg22 kezelést kovetden. A H20-
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mind az ET, mind a fény jelentésen befolyasolja a ROS lokalis és szisztemikus

produkcidjat a flg22 kezelések soran. A H202 produkcidja a flg22 kezelést kovetd

30 percen beliil kiilondsen fontos szerepet jatszik a lokalis, hormonalis szabalyozas alatt
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allo védekezési valaszok aktivacidjaban a fényszakaszban paradicsom ndvényekben.
Emellett viszont a NADPH-oxidaz altal generalt O>~ (Fichman és Mittler, 2020) szintén
kulcsfontossagh szerepet tolt be a sejt-sejt kozti interakcidkban, valamint a ROS hullamok
generalasaban, ezaltal pedig az intakt ndvények disztalis szoveteire kiterjedd, gyors
szisztemikus valaszok kialakulasaban (Devireddy és mtsai. 2020a). Ugyanakkor az
antioxidans rendszerek, valamint a kiilonb6z6 novényi hormonok alapvetden
meghatarozhatjak a vizsgalt idépontokban a Oz~ és H20; szintjeit (Foyer és Noctor, 2016;
Takacs €s mtsai. 2018).

A ROS szignalizdci6 szamos folyamatban egyiittmiikodik a NO-medialta
jelatvitellel, melyek egyarant meghatarozhatjak a sejtek redox allapotat, valamint a
kiilonboz6 fiziologiai- és stresszvalaszokhoz kapcsolt szignalizacios folyamatok
kimenetelét (Mur és mtsai. 2008b; Kocsy ¢és mtsai. 2013). Kisérleteink sordn a NO
tartalom szignifikans novekedést mutatott a VT ndvények kezelt leveleiben a
fényszakaszban, 1 oraval az elicitor alkalmazéasat kovetden (18:00), ugyanakkor nem
valtozott jelentdsen a sotétszakaszban (22:00), valamint az ET receptor mutdnsokban.
Mindezek alapjan feltételezhetd, hogy az aktiv ET szignalizacid, valamint a fény jelenléte
meghataroz6 szerept lehet a lokélis NO produkcié indukcidjaban, ezaltal a hatékony
védelmi vélaszok kialakuldsaban az intakt paradicsom novények levelében. Korabbi
megfigyelések soran kimutattdk, hogy a flg22 kezelés szignifikdns NO akkumuléciot
eredményezett 2 Oran beliill kukorica levélkorongokban is (Zhang és mtsai. 2017),
ugyanakkor a szisztemikus, egész novényre kiterjedd hatdsat nem vizsgaltdk. Kisérleti
eredményeink alapjan azonban a NO nem vesz részt a gyors, szisztemikus valaszokban
paradicsom novényekben a flg22 kezeléseket kovetd elsé oraban. Ismert, hogy a NO
szintéziséhez kozvetleniil kapcsolodo nitrat-reduktdz aktivitasa gatolt a sotétben (Podr és
mtsai. 2019b). Ezzel korrelaciot mutatva, az este (21:00) torténd flg22 kezelések sem
befolyasoltdk szignifikdnsan a NO tartalmat a VT novényekben. A NO tehat a lokalis
novényi védekezési valaszok meghatarozo szabalyozd molekuldja lehet a fényperiddusban,
melynek alacsony szintje késleltetheti vagy gatolhatja a védekezési valaszok aktivacidjat a
fény hidnyaban, este. A ROS és NO egyik legaltalanosabb funkcidja a rovid idén beliil
bekovetkezd sztdmazarddas kivaltasa, mely a gyors védekezési valaszok alapvetd
komponense a novényekben (Mur és mtsai. 2008b; Zhang ¢és mtsai. 2008; Wang és Gou,
2021). A fényperiodusban fokozédd ROS és NO produkcio kiilondsen fontos szerepet
jatszhat a flg22 kezeléseket kovetden is a sztomazarddas kivaltdsaban. Ugyanakkor jol

ismert, hogy a NO szamos védekezési folyamatban részt vevd protein poszt-transzlacids
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bioszintézissel és szignalizacioval nappal (Freschi, 2013; Mur és mtsai. 2013; Kolbert és
mtsai. 2019; Shine és mtsai. 2019).

Az ET a JA és a SA altal regulalt rovid- és hosszatava védekezési valaszok
finomhangolasaban szerepet jatszé egyik legfontosabb novényi hormon. Ennek ellenére a
gyors lokalis és szisztemikus hatdsai, kiilonosen azok napszakfiiggése még kevésbé
ismertek, mig az egyéb mobilis, floémen keresztiil transzportalodd6 SAR szignalizacios
molekulakrél (pl.: Pip, NHP, AzA) lényegesen tobb informacio all rendelkezésre (Shine és
mtsai. 2019). Denoux ¢és mtsai. (2008) kimutattdk, hogy a flg22 kezelés 1 ordn beliil
fokozza az ACS gének expressziojat Arabidopsis noévényekben, ugyanakkor ezzel
parhuzamosan a korai védekezési véalaszok részeként nappal aktivalodtak az ET, JA és SA
szignalizacios utvonalak. Késdbb szamos tanulmany igazolta, hogy a flg22 kezelés 6rakon
beliil szignifikdns ET emissziot indukal a fényben, a flg22 altal indukalt védekezési
valaszok pedig az ACS2 és ACS6 expressziotol fiiggenek (Felix és mtsai. 1999; Mur és
mtsai. 2008b; Yu ¢és mtsai. 2021b), viszont az ET szerepét a szisztemikus védekezési
valaszok indukcidjaban nem vizsgaltak. A flg22 kezelés szignifikans ET akkumulaciot
eredményezett a fényszakasz végén (18:00) mind a VT és Nr ndvények kezelt
levélemeleteiben, ugyanakkor nem befolyasolta az ET szinteket a sotétben (22:00).
A flg22-indukalta ET produkcié hozzéjarulhat a VT novények disztalis leveleiben 1 6ran
beliil jelentkezd, fokozott SIERF1 expressziohoz, mely azonban mind a fény hianyaban,
mind az ET inszenzitiv mutansokban elmaradt. Ezt a levelek ROS és NO tartalma
jelentdsen modulalhatja, ugyanis ezek hozzajarulhatnak az ET produkcié fokozasahoz
(Freschi, 2013; Xia és mtsai. 2015). Ezen eredmények szolgaltatjak az elsd bizonyitékokat
arra vonatkozélag, hogy az ET nem kizardlag a lokalis, de a szisztemikus, gyors
védekezési valaszok aktivacidjaban is szerepet jatszhat a fényperiddusban. Az 1 oras flg22
kezelés Arabidopsis ndvényekben is szignifikdnsan fokozta az ERF1 expressziojat, mely
hozzajarulhat az ET- és JA-altal regulalt PDF1.2 védekezési valaszgén indukcidjahoz
(Denoux és mtsai. 2008). Az ET és JA tovabba szerepet jatszanak a rhizobaktériumok altal
indukalt ISR kialakulasaban, ugyanis Pseudomonas syringae fertézés esetén orakon beliil
indukaloddott az ET szintézise Arabidopsis novényekben (Pieterse és mtsai. 2000). Az ET
szisztemikus védekezési valaszokban betoltott szerepét paradicsom nodvényekben is
megfigyelték Xanthomonas campestris fertézést kovetéen, melynek soran fokozodott az
ET termelddése, valamint jelentés mértékli PR-valaszgén expresszi6 jelentkezett 1 nappal

a fertézést kovetden (Block és mitsai. 2005). Az ERF gének lokélis és szisztemikus
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kifejezddése szintén szignifikansan fokozddott Pseudomonas syringae és Xanthomonas
translucens fertézést kovetéen arpa levélben (Dey és mtsai. 2014). Paradicsom
novényeken végzett kisérleteink soran a flg22 szignifikansan indukalta a JA lokalis
ET inszenzitiv Nr mutansokban elmaradt. A JA, valamint a JA-izoleucin (JA-lle)
akkumulécidja szintén fokozodott Vitis rupestris sejtkultiraban a flg22 kezelést kovetd
30 percen beliill (Chang ¢és mtsai. 2017). A JA/ET szignalizacids utvonalon keresztiil
aktivalodo PDF1.2 expresszidja ugyancsak szignifikansan fokozodott a flg22 kezelést
kovetd mindossze 30 perc elteltével Arabidopsis levelekben (Hong és mtsai. 2018). Ezen
eredmények azt igazoljak, hogy az ET els6sorban a lokalis, JA-kapcsolt szignalizacios
események szabalyozasaban jatszik fontos szerepet a flg22 kezeléseket kovetden. Erdekes
modon a korabbi, Arabidopsis novényekben tett megfigyelésekkel ellentétben, paradicsom
novényekben a szisztemikus védekezési valaszok nem feltétleniil jartak egyiitt fokozott
PR1 expresszidval vagy lokalis/szisztemikus SA akkumulacioval (Hase ¢€s mtsai. 2003;
Mishina és Zeier, 2007). Ugyanakkor kisérleteink sordn a flg22 kezeléseket kovetden
fokozodott a lokalis SA akkumulacio és SIPR1 expresszio is, mely nem volt szignifikans a
sOtétben (21:00) torténd elicitor kezeléseket kovetden, valamint a Nr mutansok esetében.
Ezek alapjan feltételezhetd, hogy az ET fontos regulacios szerepet tolt be a flg22-indukalta
lokalis SA szignalizacios folyamatokban a fényperiddusban. Kordbban leirtdk, hogy a
flg22 fokozta a SA szignalizacios markergén PR1 expressziojat, valamint novelte a SA és
2015; Chan ¢és Zimmerli, 2019). A flg22 altal indukalt SA akkumulécidjdhoz azonban
nélkiilozhetetlen a fény (Sano és mtsai. 2014). Ezen megfigyelések alapjan megéllapithato,
hogy a flg22 amellett, hogy szignifikdnsan fokozza az ET, a JA, valamint a SA lokalis
gyors, szisztemikus védekezési valaszok aktivacigjdhoz is, a vizsgalt védekezési
hormonvalasz gének expresszios valtozasai alapjan a fényperiodusban. Mig az SIERF1 és
SIDEF kifejezédése ugyanis fokozodott a VT novények szisztemikus leveleiben a
fényszakasz végén (17:00) torténd bakterialis elicitor kezeléseket kovetd 1 ora elteltével,
addig a Nr mutansokban ez nem valtozott szignifikansan, ami tovabb bizonyitja az ET
szerepét a gyors szisztemikus védekezési valaszok kialakitasdban a fényperiddusban. Ezen
eredmények alapjan az ET a flg22-kezelt levelektdl disztalisan elhelyezkedd
levélemeletekben a napszak fliggvényében potencidlis priming szerepet tolthet be a

rezisztencia kialakulasa soran, az ISR-hez hasonloan (Hase és mtsai. 2003). Eredményeink
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tehat azt sugalljak, hogy az ET a fobb védekezési hormon szignalizaciés halozatok
finomhangolasaban részt vevo, kdzponti regulatorként funkcionélhat, mivel a fényszakasz
végén indukalodo lokalis és szisztemikus védekezési valaszok nagymértéki ET-fliggést
mutattak a paradicsom novények leveleiben.

A patogéntamadast kovetd sztomazarddas az egyik leggyorsabb névényi védekezési
valasznak tekinthetd (Glazebrook, 2005; Dey és mtsai. 2014). A sztomamozgést az
endogén regulacios elemek (pl.: novényi hormonok, ROS, NO) mellett a kiilonb6z6
kornyezeti tényezok, mint a fény és sotétség is jelentdsen befolyasoljak (Zeng és mtsai.
2010; Dey és mtsai. 2014; Toum ¢s mtsai. 2016). Korabbi tanulmanyokbdl ismert, hogy a
flg22 gatolja a fényindukalt sztomanyitodast Arabidopsis epidermisz-nyuzatokban,
valamint 50 percen beliil zarja a sztomakat az intakt Arabidopsis levelekben (Zhang és
mtsai. 2008; Guzel Deger és mtsai. 2015). Azonban, mig az ET és a cirkadian o6ra pozitiv
szerepét tObb kutatds igazolta az ABA-fiiggetlen sztomazarodas folyamataban, az ET
hozzéjarulasa a szisztemikus valaszok kialakuldsdhoz még kevésbé ismert (Mersmann ¢€s
mtsai. 2010; Montillet és mtsai. 2013; Panchal és Melotto, 2017). Megfigyeléseink alapjan
a flg22 szignifikdns sztdmazarodast indukalt mind a lokalis és szisztemikus
levélemeletekben a fényszakasz végén (18:00) a VT ndvényekben, azonban ez mind a
sOtétben végzett kezeléseket kovetden (22:00), mind pedig a Nr mutansokban gatlodott.
Az ET tehat nem kizardlag a lokalis, de a szisztemikus sztomazarddas kivaltasdban is
fontos szerepet jatszik a flg22 kezeléseket kovetden, viszont kizarélag a fényperiddusban.
Eredményeink alapjan a flg22-indukélta, ET-fiiggé ROS és NO produkcié hozzajarulhat a
gyors, szisztemikus sztdbmazarédashoz. Mindezek megerdsitik az ET alapvetd jelentdségeét
a flg22-indukalta gyors lokalis és szisztemikus novényi védekezési valaszok
aktivaciojaban, mely azonban eltérd lehet a kiilonbz6 napszakokban az intakt paradicsom

novényekben.

6.4. A flg22 altal indukalt, hosszutavu lokalis és szisztemikus védelmi valaszok
napszak- és ET-fiiggése

A flg22-indukalta gyors lokalis és szisztemikus védekezési valaszok napszak-, fény-,
valamint ET-fiiggésének tanulmanyozasat kovetden tovabbi kisérleteink soran a kiilonbozo
napszakokban alkalmazott flg22 kezelések hosszutavi, ET-fiiggd hatdsait vizsgaltuk meg
intakt paradicsom ndvények lokalis és szisztemikus leveleiben. Annak ellenére, hogy a

kiilonbozd  biotikus  stresszorok altal kivaltott védekezési valaszok aktivacidjanak
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idofiiggése jol ismert, még nem sziiletett olyan atfogd tanulmany, mely a kiilonb6z6
szisztemikus szignalok aktivalédasanak és terjedésének gyorsasidgit ugyanazon
novényfajban, ugyanazon kornyezeti koriilmények kozott vizsgalnd, ezaltal az Un. ,,gyors”
és ,lassu” szignal felosztas is relativ, hiszen ezek aktivacidja nagymértékben fligg a
vizsgalt novényfajtol, illetve az adott kornyezeti faktoroktdl (Fichman és Mittler, 2020).
A korabbi kisérleti elrendezésiinkben valasztott iddpontokban (17:00, 21:00) torténd flg22
kezeléseket kdvetden a bakterialis elicitor hosszitavu hatasait a kdvetkezd fényciklusban,
masnap reggel (9:00) vizsgaltuk meg (IV. kisérleti elrendezés). A két kezelési idépontban a
fény jelenléte vagy hidnya miatt alapvetden eltéréek lehetnek egyes fény-regulélta
védekezési valaszok, ugyanakkor egymashoz mégis kozel esnek, igy megkozelitdleg
hasonldo a szénhidratok elérhetésége, mely a metabolikus energia biztositdsa révén
meghataroz6 szerepll a védekezési valaszok aktivacidjanak szempontjabdl is (Graf és
mtsai. 2010; Graf és Smith, 2011; Medzihradszky és mtsai. 2013). A sotét periodus végét
kovetden, 3 6ra mulva (9:00) a fény szignalizacidé mar aktivalodik, a sztomak nyitottak, igy
aktiv fotoszintézis zajlik a levelekben. Mivel a lassan indukal6dd védelmi valaszok
kezelések hosszatava, fotoszintetikus aktivitdsra gyakorolt hatdsainak vizsgalatara
fokuszaltunk a VT és Nr mutans intakt paradicsom névényekben.

A kloroplasztiszok szerepe nem kizarolag a fotoszintézis megvalositasara
korlatozédik, de szamos ndvényi hormon, valamint a ROS képzddésének fontos
sejtorganellumaként is funkcionalnak, ezaltal pedig jelentésen hozzajarulhatnak a sikeres
lokalis és szisztemikus noveényi védekezés megvalosulasdhoz (Littlejohn és mtsai. 2021).
A patogénfertézések a gazdandvények fiziologiai és molekularis folyamatainak
befolyasolasaval hatassal vannak a fotoszintetikus aktivitasra, mely létfontossagu a
novekedés ¢és fejlodés biztositdsa szempontjabol (Kuzniak és Kopczewski, 2020). Ezen
feliil azonban biotikus stressz soran a fotoszintetikus aktivitas fenntartasa nélkiilozhetetlen
a sikeres védekezés megvalositasdhoz (Dodd és mtsai. 2005; Berger €s mtsai. 2007).
Ugyanakkor ennek elkeriilése érdekében szamos koérokozd célzottan csdkkenti a novények
fotoszintetikus hatékonysagat bizonyos fotoszintézishez kapcsolodo gének expresszidjanak
represszalasaval, melyet tobbek kozott Pseudomonas syringae és Xanthomonas oryzae
fertézés soran is leirtak (Bonfig és mtsai. 2006; Yu és mtsai. 2014). Nem hagyhat6
figyelmen kiviil azonban, hogy a fert6zés mely napszakban torténik, ugyanis a fény
jelenléte vagy hidnya nagymértékben befolyasolja a fotoinhibicidt, valamint a

fotodegradaciot a fertdzott levelekben. Cheng ¢€s mtsai. (2016) dohéanylevelekben
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megfigyelték, hogy a fotoszintetikus appardtus kéarosodasa szignifikansan nagyobb
mértékii volt abban az esetben, ha a 3 nap id6tartamu Pseudomonas syringae fert6zés
sOtétben tortént. Azonban a flg22 kezelést kdvetden 1ényegesen gyorsabb (30 perc és 2 ora
alatt indukalodo) valtozasok figyelhetok meg a fotoszintézishez kapcsolodd gének
expresszidjaban, vagy a védekezési hormonok 4ltal szabéalyozott szignalizaciods
komponensek aktivaciojaban fényben vagy sotétben. Mivel a fotoszintézis inhibitor
3- (3,4-diklor-fenil)-1,1-dimetil-urea (DCMU) alkalmazasa esetén hasonldé folyamatok
figyelhetok meg, a fotoszintézis feltételezhetden szerepet jatszik a flg22 altal indukalt,
fényfiiggd expressziot mutatd gének kifejezodésének szabalyozasaban is (Sano és mtsai.
2014). Elséként Gohre és mtsai. (2012) irtak le a flg22 kezelés fotoszintetikus aktivitasra
gyakorolt rovid- és hosszatavi hatasait, Arabidopsis csiranévényekben. Kisérleteik soran a
bakterialis elicitor minddssze 20 percen beliil szignifikdnsan csdkkentette az NPQ értékét,
mely minimumat 1 6éra mulva érte el, 4 ora elteltével azonban ismét kontroll szintre tért
vissza, annak ellenére, hogy a flg22 folyamatosan jelen volt a folyadékkozegben (Gohre és
mtsai. 2012). A flg22 emellett szignifikdns ROS akkumuléciot indukalt, mely a kezelést
kovetden 20 perc mulva tetdzott (Gohre €s mtsai. 2012). A szerzék érdekes modon azt
tapasztaltak, hogy a flg22 hosszatavu hatast valtott ki az Arabidopsis csirandvényekben,
melyet a vizsgalat 7 napja alatt a ®@ps)i csokkenése, mig az NPQ szignifikans novekedése
jellemzett (Gohre és mtsai. 2012). Ezen eredmények alapjan feltételezhetd, hogy a flg22
kezelés hosszatava hatdst gyakorol a ndvények fotoszintetikus aktivitasara, mely a
védekezési valaszokat is jelentds mértékben befolyasolhatja, azonban ezek
napszakfiiggését vagy szisztemikus hatdsat még nem tanulméanyoztak. Munkank soran
els6ként vizsgaltuk meg a flg22 kezelések fotoszintetikus aktivitdsra gyakorolt
napszakfliggd hatasat a paradicsom ndvények lokalis, valamint szisztemikus leveleiben a
kovetkezd fényperiodus kezdetén, reggel 9 orakor. Erdekes modon azonban a flg22
kezelések a vizsgalt klorofill fluoreszcencia indukcios paraméterek valtozasai alapjan nem
befolyasoltak szignifikdnsan a mezofillum sejtek fotoszintetikus aktivitasat. Ez alapjan
feltételezhetden az intakt levelek mezofillum sejtjeinek PSII aktivitasa kevésbé érzékeny a
flg22 kezelésekre, vagy azok hatasai késobb jelentkeznek, mint a folyamatos flg22
expozicidnak kitett csirandvények esetében (Gohre és mtsai. 2012).

A mezofillum réteg parenchimatikus sejtjeihez viszonyitva a zardsejtek
kloroplasztiszainak szdma lényegesen kevesebb, méretiikk pedig kisebb, mely jelentésen
befolyasolja azok fotoszintetikus aktivitasat. A sztdomak keményitd metabolizmusa ezen

feliil jelentdsen eltér a mezofillum sejtekétdl, mely fontos szerepet jatszik a sztomamozgas
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szabalyozasaban (Lawson, 2009). Ugyanakkor, mivel a zarosejtek a flg22 kezelésnek
leginkabb kitett epidermiszben lokalizdlodnak, a flg22 sztémak fotoszintetikus
aktivitdsasara gyakorolt hatdsa kiilondsen fontos szerepet jatszhat a hosszantartd
sztdbmazarddas megvalositasaban, a novényi védekezési valaszok részeként. Eredményeink
alapjan a flg22 szignifikansan csokkentette a ®psy és (P paraméterek értékeit a
fényperiodusban (17:00) kezelt VT novények lokalis és szisztemikus leveleiben mésnap
reggel (9:00). Ezzel parhuzamosan azonban az NPQ minddssze kismértékli novekedése
volt megfigyelheté ezen névények sztomaiban. Mindez azt sugallja, hogy a sztomak
fotoszintetikus aktivitasa lényegesen érzékenyebb a flg22 lokalis és szisztemikus hatésaira,
mely egyarant hozzdjarulhat az egész ndvényre kiterjedd sztomazardodashoz és a CO:
kovetkezd nap reggelén. A flg22 zardsejtek fotoszintetikus aktivitasara gyakorolt hatasai
alapvetéen a NADPH-oxidazok aktivacidja eredményeként perceken beliil jelentkezo
oxidativ robbanasra (Zhang és mtsai. 2008; Ranf ¢és mtsai. 2011; Thor és Peiter, 2014),
valamint a kés6bb indukalodo, kloroplasztikus, ongerjeszté ROS produkciora vezethetdk
vissza (Kangasjérvi és mtsai. 2012), melyek korabbi megfigyeléseink alapjan elésegitik a
sztdbmazarodast, azonban a sotétben elmaradnak. Ugyanakkor a vizsgalt klorofill
fluoreszcencia indukcidés paraméterek nem valtoztak szignifikdnsan sem az este
alkalmazott (21:00) flg22 kezeléseket kovetdéen, sem a Nr mutansok leveleinek
sztomaiban, mely a flg22 kezelések zardsejtek fotoszintetikus aktivitdsdra gyakorolt
hatasanak napszak-, valamint ET-fliggését feltételezi. Ezen eredmények alapjan a napszak
(fény), valamint az ET fontos szabalyozo szerepet toltenek be a flg22 FLS2 altali gyors
detekciojaban, valamint az ezt kovetd, ROS éltal kozvetitett szignalizaciés eseményekben
(Mersmann ¢és mtsai. 2010), ugyanakkor hianyukban a flg22 a fotoszintetikus aktivitasra
gyakorolt, hosszutavil hatdsat sem képes kifejteni. Mindezek jol korreldlnak Borbély és
mtsai. (2019) korabbi megfigyeléseivel, melyek soran kimutattak, hogy az ET id6- és
koncentracio-fliggd modon gyors Oz~ és HoO2 produkceidt indukal a paradicsom novények
leveleiben, mellyel parhuzamosan csokken a ®psy és fokozodik az NPQ. Az ET
bioszintézise, érzékelése és szignalizacidja ugyanakkor a ndvények fejlédési allapota
mellett nagymértékben a fény altal szabdlyozott (Harkey ¢s mtsai. 2019). Korabbi
megfigyeléseink szintén megerdsitették, hogy a flg22 altal indukalt gyors ET produkcio €s
szignalizacio fényfliiggd, mivel azok kizarolag a fényszakaszban torténd kezeléseket
kovetden mutattak szignifikans indukciot, mig a sotétszakaszban kezelt novényekben

elmaradtak. A fény jelenléte vagy hidnya a kezelés idOpontjadban azonban a flg22
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fotoszintetikus aktivitdsra gyakorolt, hosszitavi hatasait is alapvetéen meghatarozta
masnap reggel 9 6rakor.

A fényszakasz végén (17:00) torténd flg22 kezelések azonban a fotoszintetikus
aktivitasra gyakorolt hatasuk mellett a sztomakban fokoztak a ROS produkcidjat, mely a
kloroplasztikus ROS generacioval Onerdsité korként mikodve hozzajarulhat a
fotoszintetikus aktivitas csokkentéséhez (Kangasjarvi és mtsai. 2012), ezaltal biztositva a
hosszantarto, szisztemikus sztomazarddast. A flg22 emellett szignifikdnsan ndvelte a
kovetden, mely azonban elmaradt a Nr mutdnsok sztoméaiban. Habar az ET inszenzitiv
mutansok alapvetéen magasabb NO szinttel rendelkeztek a VT ndvényekhez képest, a
bakterialis elicitor kezelések nem befolyasoltak a NO termelddését szignifikansan, mely a
folyamat potencidlis ET-fliggését feltételezi. Jol ismert, hogy a flg22 érzékelését kdvetd
ROS és NO akkumulacié a zarosejtekben fokozza a PM-ban taldlhatd Ca?* csatornak,
ezaltal pedig a SLACI1 anion csatorna, valamint a PIP1;2 aquaporinok aktivitasat, melyek
egylittesen hozzédjarulnak a MAMP-indukalta lokalis sztdbmazarddéshoz a fényszakaszban
(Zhang ¢és mtsai. 2008; Ranf és mtsai. 2011; Thor és Peiter, 2014; Guzel Deger és mtsai.
2015; Toum és mtsai. 2016; Rodrigues és Shan, 2021). A flg22 sztomékra gyakorolt,
hosszutavl, masnap reggel jelentkezd hatdsai azonban még nem ismertek, melyet munkank
soran elsdként vizsgaltunk meg. Mersmann és mtsai. (2010) kimutattak, hogy a flg22 nem
képes a ROS altal kozvetitett sztomazarodas kivaltasara ET inszenzitiv Arabidopsis
mutansokban. Az ET receptor mutans Nr paradicsom novényekben ehhez hasonléan
elmaradt a flg22 altal indukalt sztdémavalasz, melyben kulcsszerepet jatszhat az ET- és
napszakfliggd ROS és NO produkcid. Korabbi kisérleteink soran kimutattuk, hogy a flg22
elmaraddsat eredményezheti a sotétszakaszban, tovabba gatolja a sztomazarodast a
kovetkez6 fényciklus kezdetén. A délutan (17:00) torténd flg22 kezelés altal masnap reggel
(9:00) okozott sztomazarodas hozzajarulhat a nettd fotoszintetikus asszimilacio
szignifikans csokkenéséhez. A CO2 asszimilacid csokkenése negativan befolyasolhatja a
Calvin-ciklus miikodését, valamint a cukrok bioszintézisét, mely a biomassza produkcio
szignifikans csokkenését eredményezheti. A flg22 hosszutavu, novekedést gatld hatasat
7 napos Arabidopsis csirandovényekben Gohre ¢és mtsai. (2012) dokumentaltak.
Kisérleteink segitségével igazoltuk ezen flg22 altal indukalt, hosszatavu valaszok napszak-
illetve ET Aaltali meghatarozottsagat, melyekben jelentds szerepet jatszhat a ROS/NO
produkcid és szignalizacio.
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7. Osszefoglalas

Munkénk soran megvizsgaltuk, hogy a gomba eredetii kitozan (CHT) elicitor a kiilonbdz6
napszakokban alkalmazott kezelések idOpontjatol fiiggden hogyan befolyasolja az intakt
paradicsom novények lokalis, illetve szisztemikus védekezési valaszait. A kiilonb6zo
célul tlztik ki azok direkt, fény altali szabdlyozasanak, illetve etilén (ET)-fiiggésének
pontosabb megismerését ET inszenzitiv, Never ripe (Nr) mutans paradicsom novények
vizsgalataval. A CHT mellett munkank maésodik felében egy bakteridlis MAMP,
a flagellin22 (f1g22) lokalis és szisztemikus hatasait eldzetes megfigyeléseink alapjan
valasztott két kiillonboz0 napszakban detektaltuk, melynek soran kitiintetett figyelmet
forditottunk azok ET-fliggésének feltarasara. A gyors, napszak- és fényfiiggd flg22 altal
indukélt védelmi vdalaszreakciok vizsgéalata mellett a késdbbiekben kitértiink azok

hosszitavu rezisztenciat biztositd hatasainak tanulmanyozasara is.
Munkank soran az alabbi, fobb kovetkeztetéseket allapithatjuk meg:

1. A CHT kezelések intakt paradicsom ndvényekre gyakorolt hatdsai napszak-,
valamint fényfiiggdk, mivel hajnalban (5:00) kizardlag a fényszakasz végén (17:00)
alkalmazott CHT kezelések gatoljak a sztomak nyitodasat, mig reggel (9:00) a
hajnalban (4:00), illetve a fényszakasz kezdetén (8:00) kezelt ndvények sztomai
zarodnak szignifikansan. Mig a zardsejtek ROS produkcidja szoros korrelaciot
mutat az ekkor indukédlodd sztomazarodassal, a NO akkumulacidja elsésorban
délutan (15:00) fokozodik.

2. A CHT a zarosejtekben reggel (9:00) csokkenti a PSII effektiv kvantumhatasfokat
(Dpsn), viszont az a mezofillum sejtekben hajnalban (5:00) esik vissza a
kezeléseket kdvetden.

3. Az SIPR1 és SIERFL1 kifejezédése mar hajnalban (5:00) is fokozodik, az SIPR1
expressziojanak maximumat azonban reggel (9:00) éri el a sotétszakasz kezdetén
(21:00) torténd CHT kezeléseket kovetden, mely a védekezési valaszok késleltetett,
napszakfiiggd indukciojat feltételezi. A mesterséges sotét kornyezetben tartott
novényekben azonban gatlodik az SIPR1 kifejez6dése, mely a cirkadian regulacio
mellett a fény alapvetd szabalyozo szerepét bizonyitja a CHT-indukalta rezisztencia

kialakitasaban. A fényszakasz kezdetén (8:00) torténd CHT kezeléseket kovetden
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az intakt paradicsom ndvények disztalis leveleiben reggel (9:00) fokozott ROS és
NO produkcioval, valamint SIPR1 és SIERF1 expresszidval kisért sztomazarodas
figyelheté meg, mely alapjan kijelenthet, hogy a CHT akar mar 1 6ran belil is
képes a szisztemikus valasz indukcidjara a korai fényperiddusban.

. A fényciklus kezdetén (8:00) alkalmazva a CHT 1 oran belill lokélisan és
kizarolag a fényen tartott VT paradicsom novények levelében. A Oz produkcioja
viszont gatolt a sotétben, illetve az ET inszenzitiv Nr mutansokban, mely a CHT-
indukalta lokalis és szisztemikus védekezési valaszok fény-, illetve ET-fiiggését
feltételezi. A NO termelddése azonban fiiggetlen a fény jelenlététdl, illetve az ET
szignalizaciotol a CHT kezeléseket kovetden, mivel mind a VT és a Nr ndvények
lokalis és szisztemikus leveleiben akkumulalodik a fényben, illetve a sotétben.

. A kitinazt kodolo SIPR3 expresszioja szignifikansan fokozodik lokalisan a
fényszakasz kezdetén (8:00) alkalmazott CHT kezelések hatdsara a fény
jelenlétében, mely a VT ndvényekben a disztalis levelekre is kiterjed, valamint az a
sotétben is megfigyelhetd. Ezzel nagy hasonldosdgot mutat a PR3 fehérje
akkumulécidja, azonban 1 oran belil a kitindz enzimek aktivitisa még nem
fokozodik.

. A CHT kezelés UPR kialakulasat eredményezi paradicsom novényekben. A CHT
mindossze 1 Ora alatt szignifikinsan fokozza az ER chaperon SIBIiP lokalis
valamint a fény jelenlététol fiiggetleniil, kivéve a szisztemikus UPR-t, ami ET altali
szabalyozast mutatott.

. A flg22 elicitor altal indukalt gyors védekezési valaszok az intakt paradicsom
novényekben eltéréen indukalodnak a kiilonbozd napszakokban torténd kezeléseket
kovetden. A flg22 a fényperiodus végén (17:00) alkalmazva 1 ora elteltével
szignifikansan fokozza a H»0», valamint a NO lokalis, mig a Oz~ szisztemikus
alkalmazva (21:00), sem a Nr mutansokban nem befolyasolja a szintjiiket.

. A fényszakasz végén (17:00) torténd flg22 kezelés 1 oran beliil lokalis ET, JA,
valamint SA akkumulaciot indukal, viszont a sotétszakaszban (21:00) alkalmazva
nem fokozza a termelddésiiket. A jelatvitelikkben szerepet jatszo SIPR1, SIERF1 és
SIDEF expresszioja szintén napszak-, valamint ET-fiiggd modon indukalodik a

flg22 kezeléseket kdvetden.
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9. A VT novények disztalis leveleiben a flg22 a fényszakasz végén (17:00)
alkalmazva 1 o¢ra alatt fokozza az SIERF1, valamint az SIDEF kifejezodését,
tovabba sztomazarddast indukal, mely az ET esszencialis szerepét bizonyitja a
flg22-indukalta gyors szisztemikus valaszok kialakulasaban a fényperiddus végén.

10. A fIg22 sem a fényszakasz végén (17:00), sem a sotétszakasz kezdetén (21:00)
alkalmazva nem befolyasolja masnap reggel (9:00) a klorofill fluoreszcencia
indukciés paramétercket az intakt paradicsom novények mezofillum sejtjeiben,
viszont a délutani (17:00) kezeléseket kovetden a kovetkezd fényperiodus kezdetén
(9:00) jelentésen csokken a ®@ps, valamint a fotokémiai kioltas (qP) a lokalis és
szisztemikus levelek zarosejtjeiben.

11. A fényperiddus végén (17:00) torténd flg22 kezelés masnap reggel (9:00) fokozza a
ROS, valamint NO produkcidjat a sztomakban, mely hozzdjarul a lokalis és
szisztemikus sztomazarodashoz, valamint a CQO2 asszimilacidé csokkenéséhez a
névényekben.

12. A flg22 altal indukdlt hosszitavi szignalizaciés folyamatok napszakfiiggésiik
mellett az ET szabalyozasa alatt allnak, mivel a Nr mutansokban nem indukalddik

ROS és NO akkumulécio, melynek kdvetkeztében a sztdomak sem zarodnak.
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8. Summary

The aim of our work was to investigate the daytime-dependent effects of the fungal elicitor
chitosan (CHT) on the local and systemic defence responses of intact tomato plants.
Besides examining the circadian regulation of various physiological and molecular
changes, we aimed to better understand their direct, light-derived as well as ethylene (ET)-
dependent regulation, by studying ET insensitive Never ripe (Nr) mutant tomato plants.
Further, in the second half of our work, we detected the local and systemic effects of the
bacterial microbe-associated molecular pattern (MAMP) flagellin22 (flg22) at two
different time points of the day based on our preliminary observations, especially their ET
dependence. In addition to investigate the rapid, time-of-day- and light-dependent flg22-
induced defence progression, their effects on providing long-term resistance were also

analysed.
In the course of our work, the following main conclusions were established:

1. The effects of CHT treatments were daytime- and light-dependent, as at dawn (5:00
a.m.) only CHT treatments applied at the end of the light period (5:00 p.m.)
inhibited the opening of stomata, while in the morning (9:00 a.m.) the stomata of
the plants were significantly closed following treatments at dawn (4:00 a.m.) and at
the beginning of the light period (8:00 a.m.). Whereas the production of reactive
oxygen species (ROS) in guard cells showed a strong correlation with stomatal
closure induced by CHT at this time, nitric oxide (NO) accumulation was increased
primarily in the afternoon (3:00 p.m.).

2. CHT decreased the effective quantum efficacy of PSII (®psi) of the guard cells in
the morning (9:00 a.m.), however, it declined in the mesophyll cells at dawn
(5:00 a.m.) following the treatments.

3. The relative transcript accumulation of SIPR1 and SIERF1 started to increase at
dawn (5:00 a.m.), but the maximal expression of SIPR1 was reached in the morning
(9:00 a.m.) after CHT treatments at the beginning of the dark period (9:00 p.m.),
which denotes the delayed, circadian-regulated induction of defence responses.
At the same time, SIPR1 expression was inhibited in plants kept in artificial dark
conditions, demonstrating the fundamental regulatory role of light in the
development of CHT-induced resistance in addition to their circadian control.
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Interestingly, within 1 hour following CHT treatments at the beginning of the light
period (8:00 a.m.) rapid stomatal closure was observed in the distal leaves of intact
tomato plants accompanied by elevated ROS and NO production as well as
increased SIPR1 and SIERF1 expressions indicating that CHT was able to induce
systemic defence responses within 1 hour at the first part of the light period.

When applied at the beginning of the light cycle (8:00 a.m.), CHT increased the
accumulation of ET and superoxide radical (O2°) both locally and systemically
within 1 hour, but only in the leaves of wild type (WT) tomato plants kept under
light, whereas their production was inhibited in the dark as well as in the ET
insensitive Nr mutants, suggesting the light- and ET-dependence of CHT-induced
local and systemic defence responses. However, the production of NO was
independent of the presence of light and ET signalling after CHT treatments, as it
accumulated in the local and systemic leaves of both WT and Nr plants in the light
and dark, respectively.

The expression of SIPR3 encoding chitinase was significantly increased locally by
CHT applied at the beginning of the light period (8:00 a.m.) in the presence of light,
which also extended to the distal, untreated leaves of WT plants, moreover it was
observable in the leaves of WT plants kept in dark. The accumulation of PR3
protein strongly correlated with the increased SIPR3 expression, however, the
activity of chitinase enzymes did not increase within 1 hour.

The application of CHT resulted in the development of ER stress and unfolded
protein response (UPR) in tomato plants. CHT significantly increased locally the
expression of the ER chaperone SIBiP, as well as the accumulation of BiP protein
just in 1 hour, independently of the ET signalling or the presence of light, however,
the establishment of systemic UPR was regulated by ET.

Rapid defence responses triggered by the bacterial elicitor flg22 were induced
differently in intact tomato plants after treatments at distinct daytimes. When
applied at the end of the light period (5:00 p.m.), flg22 in 1 hour significantly
increased the local H2O2 and NO, moreover the systemic O~ accumulation in the
leaves of intact WT tomato plants, but neither at the beginning of the dark period
(9:00 p.m.) nor in the Nr mutants affected their levels.

Treatment with flg22 at the end of the light period (5:00 p.m.) induced local ET,
jasmonic acid (JA) and salicylic acid (SA) accumulation within 1 hour, but did not

increase their production when applied in the dark period (9:00 p.m.).
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10.

11.

12.

The expression of SIPR1, SIERF1 and SIDEF, which were involved in these
hormonal signalling networks were also induced in a daytime- and ET-dependent
manner upon flg22 treatment.

In the distal leaves of WT plants, flg22 applied at the end of the light period
(5:00 p.m.) enhanced SIERF1 and SIDEF expressions within 1 h as well as induced
stomatal closure, demonstrating the pivotal role of ET in the development of flg22-
induced rapid systemic responses at the end of the light period.

Flg22 treatments neither at the end of the light cycle (5:00 p.m.), nor at the
beginning of the dark period (9:00 p.m.) affected the chlorophyll fluorescence
induction parameters of the mesophyll cells of intact tomato plants in the next
morning (9:00 a.m.), but applied in the afternoon (5:00 p.m.), or in the next
morning (9:00 a.m.) significantly reduced the ®ps;i and photochemical quenching
(gP) of the guard cells of both local and systemic leaves of intact tomato plants.
Treatment with flg22 at the end of the light period (5:00 p.m.) increased ROS and
NO production of stomata in the next morning (9:00 a.m.), which contributed to the
local and systemic stomatal closure thus leading to the decrease of CO:
assimilation.

In addition to their daytime dependence, flg22-induced long-term signalling
processes were regulated by ET, as ROS and NO accumulation were not induced in

Nr mutants, preventing stomatal closure.
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10. Mellékletek

1. melléklet: A gRT-PCR analizishez hasznalt oligonukleotid primer parok

Név Rovidités Azonosito Irany Szekvencia (5°-3%)
ACC oxidaz 1 SIACO1 Solyc079g049530 Forward ATGTCCTAAGCCCGATTTGA
Reverz CCTCCTGCGTCTGTATGAGC
ACC szintaz 6 SIACS6 Solyc08g008100 Forward AGGGTTTCCTGGATTTAGGG
Reverz GACAACGGCATCATTGTACG
Binding Protein SIBiP Solyc08g082820 Forward TCAGAAAGACAATGGGACCTG
Reverz GCTTCCACCAACAAGAACAAT
Elongécios faktor la SIEFla Solyc06g005060 Forward GACAGGCGTTCAGGTAAGGA
Reverz TGGAGGGTATTCAGCAAAGG
Ethylene Response SIERF1 Solyc05g051200 Forward GGAACATTTGATACTGCTGAAGA
Factor 1
Reverz AGAGACCAAGGACCCCTCAT
Defenzin SIDEF Solyc07g007760 Forward TTGGTCCCATTTCAGTAGCC
Reverz GGCACAATCCATTCGTTTCT
Pathogene Related 1 SIPR1 Solyc01g106620 Forward CATCCCGAGCACAAAACTATG
Reverz CCCCAGCACCAGAATGAAT
Pathogene Related 3 SIPR3 Solyc02g061770 Forward CCATCCACCCGTAGTTTCAT
Reverz AAAACATTTGCTGCCTTTGG

Az NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) és

Sol Genomics (http://solgenomics.net/) adatbazisokbol

azonositott szekvencidkra a Primer 3 szoftver segitségével terveztiink primereket (1. melléklet), melyek

génspecifitasat az NCBI BLAST segitségével ellendriztiik (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) (Takacs és

mtsai. 2016).
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