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AAO abszcizinaldehid oxidaz

ABS abszcizinsav

ALR aldoz reduktaz

BHT butilalt hidroxitoluol

KAT katalaz

DHA dehidroaszkorbat

DHAR dehidroaszkorbat reduktaz

DPI difenilén jodoénium

DTNB 5,5’-ditio-bisz(2-nitro-benzoesav)

DTT ditiothreitol

GPX glutation peroxidaz (EC 1.11.1.9)

GR glutation reduktaz, GSSG reduktaz (EC 1.6.4.2)

GSH glutation (y-glutamil-ciszteinil-glicin), redukalt forma
GSSG glutation-diszulfid, oxidalt forma

GST glutation S-transzferaz (EC 2.5.1.18)

MCSU Mo-kofaktor szulfurilaz

MDA monodehidroaszkorbat
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MTT 3[4,5-dimetiltiazol-2-11]-2,5-difeniltetrazolium-bromid
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Bevezetés

1. Bevezetés

A magas sokoncentraciotol szarmazd sostressz a jelenleg miivelés alatt 4allo teriiletek
egyharmadat érinti, igy rendkiviil fontos a sétolerancia mechanizmusdnak megismerése,
stressztolerans fajok szelektaldsa, vagy biotechnoldgiai modszerekkel valo eldallitasa. A
sOtolerancia javitasara a paradicsom esetében is rendelkezésre allnak a hagyomanyos nemesitési
modszerek, probalkoztak genetikailag modositott ndvényekkel és gyakori a nevelési feltételek
valtoztatasa is, amely sotlirobbé teheti a kérdéses genotipust (Cuartero és mtsai, 2006). Ez utobbi
szintén hagyomanyosnak tekinthetd, olyan edzési eljaradsokat jelent, amelyek novelik a
novénykék abiotikus stressztolerancidjat. Ilyenek példaul a csirandvény korban alkalmazott
eldzetes sokezelés (Cayuela és mtsai, 2001), szdrazsagstressz (Gonzalez-Fernandez, 1996), illetve
lehet javitani az oltvanyok sostressz tolerancidjat sotiird alanyra torténd oltassal (Santa-Cruz és
mtsai, 2002; Estan és mtsai, 2005). A szalicilsav kezelést (SA), mint a sostressz akklimatizaciot
javito kémiai edzést, kisérleteink elott nem alkalmaztak egyértelmiien sikeresen, hiszen a hatas
sokszor ellentétessé valt, és a SA kezelés gatolta az ezt kovetd csirdzast vagy a vegetativ
fejlodést.

A SA szerepe jol ismert a biotikus stressztolerancia jelatviteli folyamataban. Az utobbi
években azonban egyre tobb bizonyiték meriil fel a kiilonféle abiotikus stresszfaktorok elleni
Choudhury, 1999; Bezrukhova és mtsai, 2001; Larkindale és Knight, 2002; Ananieva és mtsai,
2004). A kiils6leg adott SA sostressz ellen nyujtott védd hatdsarol mar tobb munka sziiletett,
viszont az eredmények ellentmonddak voltak, mivel a SA hatdsa fiigg a kezelés modjatol, a
névény fejlédési stadiumatol és a koncentracié nagysagatol. Magas (> 10~ M) SA koncentracidk
kivédhetetlen oxidativ stresszt jelentenek a ndvény szdmara, viszont az altalunk alkalmazott
alacsonyabb koncentraciokkal (107 M és 10 M SA) olyan edzési eljaras dolgozhato ki, amely
lehetové teszi a munkdmban alkalmazott sostresszel (100 mM NaCl) szembeni tolerancia
kialakitasat talaj nélkiili kultirdkban nevelt paradicsomban.

Munkamban célul tiiztem ki az alacsony koncentracidoban és hosszatava elkezelésben
alkalmazott SA hatasainak vizsgalatat paradicsom névények sostressz akklimatizaciojara.

A SA szekunder metabolit, amely a ndvényi fenolvegyiiletek csoportjaba tartozik. Allelopatikus

anyagnak tekinthetd, mivel gatolhatja a kornyezetében ¢l mas fajok csirazésat, gatolja
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novekedéstiket is, aminek egyik oka, hogy szabalyozza a névények vizhdztartasat csokkentve a
vizpotencialt és a sztdbmakonduktanciat. Hasonld hatést feltételeztiink a paradicsomnal is, ahol
107 M és 10* M SA elBkezelés hatisara csokkenés tortént a K (*°Rb") felvételben, a
kaliumtartalomban €s a kezelés hatdsara a vizpotencidl is negativabba valt a hajtasban. A
vizpotencialcsokkenés kovetkeztében megndtt a SA eldkezelt novényekben az abszcizinsav
(ABS) stresszhormon koncentracidja, ami sztomazarédast eredményezett mindkét SA
koncentraci6é esetében. Az irodalmi adatoktdl eltérden a kisérleteinkben azonban az alacsony
koncentracioban és hosszutava elokezelésben alkalmazott SA hatdsara megtortént az ozmotikus
és/vagy térfogati adaptacio €s ezt kovetden a vizpotencidl (y,) novekedése az eldkezelések
végére. A vizhaztartassal kapcsolodd paraméterek valtozasa (yy, ozmotikus potencidl, g,
sztomakonduktancia csokkenés) a két el6kezelésként alkalmazott SA koncentraciondl nagyon
hasonl6 volt.

Az ozmotikus adaptacio ellenére az ABS koncentracidja a 10 M-os SA-val elékezelt
novényekben tovabbra is szignifikdnsan megemelkedett, ami lehetové tette az ABS jelatviteli Gt
tartds bekapcsoltsagat, és az ABS-indukélta védekezési mechanizmusok aktivalodasat ennél a
koncentracional. Az ABS bioszintézisének szabalyozodasa tehdt nemcsak a SA-altal kivaltott
hidraulikus és ozmotikus stressz 4ltal, hanem més tényezok éltal is szabalyozott a 10 M-os SA-
val eldkezelt paradicsomban. Mivel az ABS bioszintézis utolsd 1épését az abszcizinaldehid
oxidaz (AAO) enzim katalizalja, nem denaturdld poliakrilamid gélben vizsgaltuk meg az
enzimaktivitas valtozasait. Eredményeink alapjan a gyokérben négy, a hajtasban két erbteljes,
gyakran egybeesdé sav mutathaté ki. Szignifikans AAO aktivitds fokozodads tortént az
el8kezelések hatdsara, ami elssorban a 10* M SA-nal jelents, igy feltételezhetd, hogy a SA-
indukalt ABS akkumulacioban az AAO-ra gyakorolt pozitiv regulacids hatasnak is szerepe van.

Sikeres akklimatizacio csak a 10* M SA el8kezelt ndvényekben tortént a 100 mM NaCl
altal indukalt sostresszel szemben, ami sem a kontroll, sem a 107 M-os SA-val elSkezelt
mintdknal nem kovetkezett be. A sostressz alatt, néhany halofita vagy halofita jellegli paradicsom
fajhoz hasonldan, a natriumionok az eldkezelt novények hajtdsdban akkumuldlodtak és
ozmotikumként miikodtek, de a 10 M-os el6kezelésnél nem voltak megfigyelhetSek a tobblet
natrium karos tiinetei. Ez jol bizonyithaté a kiilonbozd stresszmarkerek kontrollhoz kozelitd
értékeivel a 10 M-os SA-val el8kezelt mintakban a sokezelést kovetden. A fotoszintézis primer

fotokémiai folyamatai (F./Fn, ®psi, qP) is a kontrolléval azonos, vagy jobb hatékonysaggal
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kovette a megemelkedett putreszcin és karotinoid tartalom, valamint a csékkent lipidperoxidacio.

Az ozmotikus stressz kivédése a hajtdsban az inorganikus ozmotikumként hatd
natriumion  akkumuldci6 mellett kompatibilis ozmotikumok, igy oldhato  cukrok
felhalmozodasaval valdsult meg. A levelekben elsdsorban glikoz és fruktdz, a gyokérben a
szachardz jarult hozza a sejtek ozmotikus potencidljadhoz. A kompatibilis ozmotikumok koziil
levélben a szorbitol tartalom megemelkedését is tapasztaltuk az eldkezelt ndvényekben. Mivel a
szorbitol a mért koncentraciok mellett nem lehet szamottevd az ozmotikus adaptacid
kialakitasaban, feltételezhetd, hogy a szorbitol szintézisét is katalizalo aldoz reduktaz aktivitas
novekedése a NADPH reciklizacidjaban lehet jelentds.

A szalicilsav az irodalombdl ismert mdédon mindkét koncentracional gatolta a paradicsom
hajtasaban a kataldz aktivitast, ami Osszhangban van azzal, hogy az el0kezelés alatt reaktiv
oxigénformak (ROS), igy O, és H,O, keletkeznek. Ennek kovetkeztében a ndvényekben
aktivalodnak az antioxidans véddmechanizmusok. Célom volt az antioxidans védekezési rendszer
enzimatikus és nem enzimatikus komponensei véltozasanak vizsgéalata a sostressz 1 hete alatt, az
aszkorbat-glutation ciklus egyes elemeinek nyomonkovetése. Megallapitottam, hogy a hajtas és a
gyokér eltéré oxidativ stresszvalaszanak alapjaul elsOsorban az szolgalhat, hogy a nem
enzimatikus antioxidansok, igy a glutation és az aszkorbinsav mennyisége a 10* M-os SA
kezelés hatdsara elsdsorban a gyokérben emelkedik meg szignifikdnsan sostressz alatt. Ugyanitt
szignifikansan megemelkedik a rendszer visszaredukalodasat szabalyozé glutation reduktaz (GR)
aktivitas is.

Ha a reaktiv oxigénformak mennyisége tullépi a kiolté mechanizmusok kapacitasat, az
oxidativ stressz programozott sejthalalt (PCD) indukal. Protoplasztokon, mint sejtszintli modell
rendszeren vizsgalhatd a SA lehetséges szerepe a PCD-ben, ehhez kiilonb6z6 festési eljarasok és
gatloszerek allnak rendelkezésre. A prolin, mint a SA el6kezelések utan a séstressz alatt
felhalmozodd kompatibilis ozmotikum az irodalmi adatok alapjan védi a fotoszintetikus
apparatust, valamint ROS kioltoként is miikddhet. Alacsony koncentracidban alkalmazott prolin
javitotta a paradicsom protoplasztok életképességét, amit FDA festéssel hatdroztam meg. Két
kiilonbozd prolin koncentracid alkalmazasaval megvizsgaltam a prolin lehetséges szerepét az
oxidativ stressz kivédésében, ehhez a NO ¢és a H,O; szinteket hatdroztuk meg, és gatoltuk a H,O,

keletkezését difenilén jodonium, a NADPH oxiddz és mas, H,O,-ot generald flavoprotein
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enzimek gatloszere segitségével. A szalicilsav elokezelések hatasara akkumulalodo, a
sotolerancia kialakitdsaban résztvevd anyagok (ABS, prolin, oldhatd cukrok, szorbitol) kozotti
interakcio a paradicsom mezofillum sejtjeiben sostresszt kovetden hozzdjarulhat az altalunk

detektalt tolerancia kialakitasahoz.
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2. Irodalmi attekintés

2.1 Stresszfolyamatok és a sostressz

A stressz, mint fogalom meghatdrozéasa Selye Janos nevéhez fiizédik. Definicidja szerint
»az elo szervezetek valamennyi adaptdacios reakciojanak a stressz a foglalata, azaz a stressz egy
fajlagos tiinetcsoportban megnyilvanulo allapot, amely magaban foglal minden nem-fajlagosan
eldideézett elvaltozast egy biologiai rendszeren beliil” (Selye, 1956). A stressznek tehat sajatos
ismertetd jelei vannak, és a kiilonféle, fajlagos, a stresszorra jellemzd, specifikus hatdst kivalto
folyamatok vélaszreakcidinak egy része azonos. A stresszhatasra bekovetkezd tiinetegylittes az
adaptaciés szindroma, amely egymast kdvetd folyamatokbdl épiil fel: Canon-féle vészreakcio,

ellenallas vagy rezisztencia, kimertilés (1. abra).

Kezdeti

T Akklimatizacio
reakcid

Metabolikus valasz

idSéskala

1. abra: A novényi stresszvalasz altalanos sémaja (Larcher, 1994.)

Lichtenthaler (1996) szerint minden olyan koriilmény vagy anyag, ami kedvez6tlen hatssal van a
novények anyagcseréjére, novekedésére vagy fejlodésére, stressznek tekinthetd. Novényi

stresszhatast kiilonbozo természetes €és antropogén stresszfaktorok valthatnak ki.
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A gyenge stressz hatdsat az akklimatizacid, a rezisztenciat fokozo ¢és javitd
mechanizmusok részben kompenzaljak. Az erds stressz jelentds karokat okozva végsd soron a
novényi sejt €s egyed haldlahoz is vezethet.

A Selye-féle altalanos stresszelmélet tobb kutatds altal beigazolodott (Lichtenthaler,
1996). Stressz hatasara az ¢€l0 szervezet anyagcseréjében, igy a novényekben is bizonyos
reakcioutak felgyorsulnak vagy gatlodnak, ami olyan koztes- és végtermékek felhalmozodasat,
esetleg megjelenését eredményezi, amelyek az ismert biokémiai reakciodutakat valamelyik
iranyba eltolhatjak. Ezek koziil a biokémiai folyamatok koziil az oxidacids-redukcios allapot
valtozasok az egyik leggyorsabban lejatsz6do molekularis szintli valtozasok a szervezetben, amit
Osszefoglald néven oxidativ stresszhatdsnak is neveznek. Az oxidativ stressz kivaltoi foleg a
reaktiv oxigénformak (angol roviditéssel: ROS), de altalanosan megallapithatd, hogy a legtobb
stressznek van oxidativ komponense is (Asada, 1994; Foyer és Harbinson, 1994), amely
indukalja a novények antioxidans védekezési rendszerét.

A novényélettani vizsgalatok koziil a stresszkutatasok kimagasld fontossagat napjainkban
tobb tényezd is indokolja: a globalis klimavaltozas, felmelegedés; a szikes, sés talajok
kialakuldsa; az arid (sivatagos) zondk kiterjedése, kornyezetszennyezés valamint az az igény,
hogy olyan stressznek ellenalld novényfajtak legyenek eldallithatok, amelyek kedvezdtlen

kornyezeti feltételek mellett is megfeleld terméshozamot képesek produkalni.

2.2. A sostressz : a Na' akkumulacio6 és tolerancia mechanizmusai ndvényekben

Ha a kornyezet sokoncentracidja meghaladja a ndvények optimalis fejlédéséhez
sziikséges koncentracio értéket, sostresszrél beszéliink. A talajoldatokban levd ionok koziil a
Mg**, Ca®", SO4”, és a CI ionok jarulnak hozza leginkabb a teljes szalinitashoz, természetesen
ehhez jarul a Na' ion is, amely szodicitds esetén dnmagéban okozza a sostresszként hato magas
sokoncentraciokat legtobbszor klorid anionnal.

A sostressz a jelenleg miivelés ala vont teriiletek egyharmadat érinti (Flowers €s Yeo,
1997), ami a Fold felszinének megkozelitdleg 6 %-a (Szabolcs, 1994). Természetes ¢l6helyek is
rendelkezhetnek magas sotartalommal, igy az ar-apaly altal érintett tengerparti zondk, sos
mocsarak, szaraz, félsivatagi vidékeken kialakuld, visszahuzodo felszini vizek parti zonai

(Kaszpi-tenger, Holt-tenger) és a mérsékelt égovi szikes teriiletek ndvényei. A vilagon a
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mezdgazdasagilag miivelt teriiletek 40 %-4n a talaj magas sétartalma a ndvénytermesztés
eredményességét fokozodo mértékben csokkenti. Hazdnkban kiilondsen nagy aranyban, az orszag
teriiletének 10 %-an fordulnak eld sos teriiletek, amelyek tovabbi terjedése éghajlati és emberi
hatasra varhatd. Az ilyen teriileteken hasznalt 6nt6zOviz szintén magas sokoncentracioval bir
(900 mg 1I'"). Amellett, hogy a termesztett névények sotolerancidjanak fokozasa a fentiek miatt
oridsi gyakorlati jelentdségii, a sotolerancia kutatdsa a ndvénybioldgiai alaptudomanyokat is
nagyban gazdagitja: a génszabalyozastol az dsvanyi anyagok felvételéig sokféle teriiletet feldlel.
A sostressz kutatdsa gyarapitja a szarazsdg- és a hidegstresszel kapcsolatos ismereteinket is,
mivel szoros Osszefliggés mutatkozik e harom abiotikus stressz kozott. Fontos feladat a
sotolerancia mechanizmusanak megismerése, valamint olyan novények szelekcidja, esetleg
transzgénikus novények eldallitasa, amelyek ezeken a teriileteken gazdasdgi novényként
termeszthetok.

Munkdmban a NaCl magas koncentracioi altal okozott stresszre hasznalom a sostressz
kifejezést. A novényi sotlirés kutatasaban azonban mindig szem el6tt kell tartani, hogy sokgénes
tulajdonsdgrol van szo. Valoszinl tehat, hogy a sotolerancia kialakitasahoz a ndvény egyes
szerveinek jol szabalyozott egyiittmiitkodésére van sziikség. A sétolerancia vizsgalatahoz kitind
objektumot jelentenek a halofita novényfajok, amelyek megfigyelése révén megismerhetjiik a
novények természetes adaptaciés mechanizmusait. Hasonloképpen kevés az ismeretiink azokrél a
specidlis feltételekrdl, melyekkel a magas sotartalmi talajok nagyobb hanyadat kitevé szodas
talajokon ¢16 novényeknek kell megbirkozniuk.

A ndvényeket sotolerancidjuk szerint tobb kategdriaba oszthatjuk. A halofita, sokedveld
novények csoportja 200 és 500 mM NaCl koncentracié mellett is képes novekedésre. Ezen
csoporton beliil az euhalofitdk optimélis ndvekedésiikh6z magas, akar 300 mM-os NaCl
koncentraciot is igényelnek. A masodik csoportba tobb halofita és néhany glikofita génusz
tartozik, ezek kozos jellemzdje az erdteljes ndovekedésgatlas 200 mM-os NaCl oldaton, illetve a
novekedés megsziinése e koncentracid folott, de még mindig képesek kiilsd tiinetektél mentes
vegetativ fejlédésre és termésképzésre. A harmadik csoportba tartozo glikofita névények szamara
a 80 mM-os vagy anndl nagyobb NaCl koncentracié mar mérgezd, citoplazméjukban felborul az
ionegyensuly, stlyos stressztiineteket mutatnak, illetve e folott a koncentracid folott el is

pusztulnak (Flowers és mtsai, 1997; Hasegawa ¢és mtsai, 2000). A séstressz altal kivaltott primér

hatés a Na' ionok citoplazmaba valo belépése utan az ionegyensuly felborulasa (Zhu, 2001). A
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magasabbrendii ndvények citoplazmaja 100-200 mM K'-ot és 1-10 mM Na'-ot tartalmaz, amely
200 mM-os kiilsé Na" koncentracional 80 mM-ig is emelkedhet. A Na™ ionok mérgezéek a sejt
szamara, megbontjadk a fehérjék szorosan kotott hidratburkat, ezéltal azok elveszitik nativ
konformaciojukat, helyettesitik az enzimek kofaktoraként szolgalo K™ ionokat, és legtdbbszor
enzimaktivitas gatlast idéznek elo.

A Ca*"-ra vonatkozd ionegyensily felborulasa pedig a K'/Na~ felvétel szelektivitasat
csokkenti azaltal, hogy megsziinteti a Ca®" gatlé hatasat a Na' citoplazmaba torténd belépését is
kozvetitd, kis affinitasi K transzporter fehérjére és a fesziiltségtdl fiiggetlen K csatornara (VIC,
voltage independent channel)(Maathuis és Amtmann, 1999).

Az akklimatizaci6 soran tehat elsddleges a citoplazma ionegyensulydnak a helyreallitasa.
Ez a Na  transzport szabalyozasan keresztiil valosul meg. A Na' belépése a gyokérsejtek
citoplazmajaba torténhet még az un. nem szelektiv kationcsatornan (NSC) keresztiil (Amtmann
és Sanders, 1999), de a nagy affinitasi K transzporter fehérje (HKT1) is szallit Na™ ionokat
(Rubio és mtsai, 1995). A Na' kizarodik a citoplazmabol, ha a transzportereck K'-Na"
szelektivitasa nagy, és a kaliumiont részesitik eldnyben a natriummal szemben. A citoplazma
natriumion tartalmat csokkentik azok a transzporter molekuldk is, amelyek a
sejtkompartmentumok, igy a vakuolum illetve az apoplaszt fel¢, aktiv transzporttal pumpaljak ki
a Na' iont. Ezek az un. Na'-H'-antiporter fehérjék, amelyek koziil a plazmamembranban
lokalizalodo fehérjét SOS1-nek nevezik, a vakuélum membranhoz kétottet pedig NHX (NHE)
transzporter csaladnak. A Na' transzport mechanizmusat molekularis szinten legjobban a
sostresszre kiilondsen nagy érzékenységet mutatd Arabidopsis SOS (salt overly sensitive)
mutansok segitségével ismertiik meg (Zhu és mtsai, 1998).

A Na' belépése a plazmamembranon keresztiil a citoplazméba valosziniileg a sostressz
szenzoraul is szolgal, és ennek kovetekeztében megemelkedik a citoplazma szabad Ca®' ion
koncentracioja. A kalcium jelet a kalmodulinszerti, SOS3 kalcium szenzor fehérje érzékeli, ami
ezaltal aktivalodik, és kotddik a SOS2 Ser/Thre protein kindzhoz. A SOS3 kotddése utan
aktivalodd SOS2 kinaz foszforilalja, ezaltal aktivalja a SOSl-et, a Na'-ot a citoplazmabol
kijuttaté transzport fehérjét. A citoplazmatikus Na™ koncentraciot ugyancsak csokkenti a hasonlo
mechanizmussal miikodé, a tonoplasztban lokalizalodd, Na'-H™ NHX antiporter fehérjék
csoportja. Igy mar a gyokérsejtekben is tobb hatékony mechanizmus miikodik a citoplazmatikus

[Na'] csokkentésére. Tovabbi lehetdség a gyokér terhelésének mérséklésére a Na' hajtasba
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iranyuld transzportja a xilémen keresztiil. Az igy hajtasba keriilé Na’ a mezofillum sejtekben
hasonld transzporter fehérjék kozvetitésével ugyanigy kompartmentalizdlédhat, mint a
gyokérben. Ez egyben azt is eredményezi, hogy a vakuélumban felhalmozédé Na' ion szervetlen
ozmotikumként is szolgal. Ez kiilondsen a halofitdkra jellemzd, mig olyan glikofita ndvényben,
mint a paradicsom, a hajtdsban sok natriumot akkumulalo, termesztett fajtak inkabb szenzitivnek
bizonyultak (Juan és mtsai, 2005). Ebben az esetben a natrium akkumulacié az oxidativ stressz
kovetkeztében a plazmamembran szelektivitdsdnak csokkenésével, ezt kovetden vizvesztéssel és
vizpotencial csOkkenéssel, majd a levéloregedési folyamatok beindulasaval jart. A vad
paradicsomfajok  kozott azonban kifejezetten halofita karakteri, Na'-ot szervetlen
ozmotikumként akkumulalo fajokat is taldlunk, mint amilyen példaul a Solanum peruvianum és a
S. pennellii (Rus és mtsai 1999; Chen és mtsai, 2001).

A sostressz hatdsara az egyik elsoként kialakuld valtozas a turgornyomas csokkenése
miatt bekovetkez6 sejtmegnyulds gatlas, amelyhez kapcsolodik a sztomak zarddasat kdvetden a
fotoszintézis hatékonysdganak csokkenése és a csokkent széndioxid asszimilacio. A Calvin-
ciklus enzimei és a fotofoszforilacid folyamatai is s6érzékenyek (Chaves és mtsai, 2009).

A masodlagos hatasok koziil legfontosabb a megndvekedett kiilsé sokoncentracid

kovetkeztében kialakuld ozmotikus stressz. Az ozmotikus stressz karos hatasainak kivédését az

ozmotikus homeosztdzis helyreallitdsa jelenti. Ennek egyik eleme a szervetlen ozmotikumok
koncentralodasa, de rendkiviil fontos az in. kompatibilis ozmotikumok szintézise is. Ezek kozé
tartoznak az alacsony molekulasulyu szénhidratok (szachardz, gliikéz, fruktoz, trehaloz), a
cukoralkoholok (mannitol, szorbitol, ononitol, pinitol), a szerves savak €s aminosavak (pl.
prolin), vagy a kvaterner ammoénium szarmazékok (glicinbetain, B-alaninbetain, prolinbetain,
stb.) (Szegletes és mtsai, 2000). A soétolerancia kialakitdsara irdnyulé hagyomanyos és
géntechnikai nemesités egyik legfontosabb iranyvonala az ozmotikusan aktiv szerves vegytiletek
szintézisének mesterséges fokozasa. E molekuldk némelyike normalis anyagcsere-folyamatokban
is részt vesz vagy szabdlyozo szerepet tolt be, igy felhalmozasuk e folyamatokra is kihatéssal
lehet. Az ozmoprotektiv vegyliletek felhalmozasaval-, atalakitasaval kapcsolatos ismereteink
jelentds része sejtkulturak, levélszegmensek, prokariota rendszerek vizsgalatdbol szarmazik. A
kompatibilis ozmotikumok azokban a kompartmentumokban szolgdlnak ozmotikumként, ahol a
fehérjék szerkezete megdrzendd, igy a citoplazmaban, kloroplasztiszban, mitokondriumokban.

Gyakran ozmoprotektiv szerepiik is van, tehdt eldsegitik a makromolekuldk nativ
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térszerkezetének fennmaraddsat azaltal, hogy helyettesitik a szorosan kotott vizmolekulakat a
makromolekuldk felszinén és antioxidansként is funkcionalhatnak (Tari és mtsai, 2003b; Ashraf
¢és Harris, 2004).

Az ozmotikus stressz ndvényfajtol illetve fajon beliil alfajtél vagy genotipustol fiiggden
indukalja ezen kompatibilis ozmotikumok bioszintézisében szerepld kulcsenzimek expressziojat,
amely biztositja az adott genotipus sikeres akklimatizacidjat a szélsdséges koriilmények kozott.
Ilyen kulcsenzim lehet példaul az aldo-keto reduktazok csoportja, amelyek ozmotikus stressz
hatasara fokozott expressziot mutathatnak, illetve 1) izoenzimeik expresszalodhatnak.
Mikodésiik eredményeképpen cukoralkoholok szintetizalodnak, mint példaul az alddz-6-foszfat
reduktédz altal katalizalt reakcioban a szorbitol-6-P, amelybdl a 6-os helyzetli foszfatcsoport egy
foszfatdz enzim 4ltal katalizalt lehasitasa utan szorbitol keletkezik (Zhou és mtsai, 2002). A 150
mM NaCl-dal kezelt Solanum tuberosumban az inozitol a raffinéz csaladba tartozo
oligoszacharidok szintézisét katalizdld6 enzimek génjeinek upregulacidja kovetkeztében, a
megnovekedett raffindz poolbdl szarmazik (Legay €s mtsai, 2009).

A sostressz altal indukalt méasodlagos folyamatok kozott masik elem az abiotikus

stresszorok nem-specifikus hatdsaként jelentkezd oxidativ stressz. A reaktiv oxigénformak

elsdsorban azokban a redox folyamatokban keletkeznek, ahol az elektrontranszport tul gyors a
természetes elektronakceptorként szerepld biologiai molekula reoxidaciojdhoz képest (Vranova
¢s mtsai, 2002). Ilyenkor megfeleld redoxpotencidlii donor esetén az elektront a molekularis O; is
felveheti, ami szuperoxid gyokanion (O°;") képzddéséhez vezet. A folyamat olyan redox reakciok
sorozatat inditja el, ami hidrogén-peroxid (H,O,), hidroxil gydk vagy protondcid utan
hidroperoxil gyok keletkezését eredményezi. A ROS jelentds forrdsa sostressz alatt a
fotoszintetikus és a mitokondridlis elektrontranszportlanc. A fotoszintézis 2. fotokémiai reakcioit
kovetd toltésrekombinécio utan a triplet allapott *P680 a gerjesztési energiat atadhatja az oxigén
molekuldnak, ami az igen reaktiv szinglet oxigén ('0,) keletkezéséhez vezet. A fotoszintetikus
elektrontranszport soran 2. fotokémiai rendszerben keletkezd szinglet oxigén mellett az 1-es
fotokémiai rendszer (PSI) is hozzajarul a ROS kialakuldsahoz. A PSI kozvetleniil adhat at
elektronokat a molekularis oxigénnek, generdlva ezaltal a O,"", majd az ebbdl keletkez6é H,O,
képzddését a kloroplasztiszban. A fotoszintetikus elektrontranszport végsé elektronakceptora, a
NADPH pool talredukaltsdganak elkeriilésére a Cs-as ndvényekben kialakult a fotorespiracio

jelensége, amely a még mindig reaktiv H,O, képzddéséhez vezet a peroxiszOmakban. Mas
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esetben, igy az Arabidopsisban a ROS akkumulacioja sostressz alatt a plazmamembranhoz
kapcsolt NADPH oxidazok aktivalodasanak eredménye (Leshem és mtsai, 2007; Sakamoto és
mtsai, 2008).

A membranokat, nukleinsavakat, fehérjéket degradald és inaktivalod reaktiv oxigénformak
eltavolitdsa a sikeres akklimatizacid egyik legfontosabb feltétele. A membranlipidek
peroxidaciojat, a proteinek oxidacidjat, az enzimgatlast valamint a DNS és RNS karosodast
okozo, a kioltd mechanizmusokat tallépd oxidativ stressz programozott sejthalalhoz vezet. (A
reaktiv oxigénformak eltdvolitasaban szerepet jatszd rendszerekrél a 2.6 pontban beszéliink

részletesen.)

A sostressz akklimatizacid6 harmadik fontos szakasza a karos anyagcseretermékeket

eltavolitd, detoxifikdld mechanizmusok aktivalodasa. A glutation nemcsak antioxidansként tolt

be fontos szerepet, hanem a detoxifikalé mechanizmusoknak is meghatarozé tényezdje (Noctor
és mtsai, 1998b; 2002). Jonéhany detoxifikdlé enzim GSH-fiiggd, ezek koziil legnagyobb
jelentdsége talan a glutation S-transzferazoknak (GST) van. A GST-k aktivak a herbicid
detoxifikdcioban és szintén fontos tényezdk a transzgénikus dohany ndvények chilling és
sostressz tolerancidjaban (Roxas ¢és mtsai, 1997; Basantani és Srivastava, 2007). Az apoptdzis
szabalyozodiként is miikodhetnek (Kampranis €s mtsai, 2000). A GST-k elektrofil szubsztratokhoz
GSH-t kotnek, majd a glutationalt metabolitot az Un. ,,ATP-koté kazettdval rendelkez6” ABC
transzporterek a vakudlumba szallitjadk. A GST-k ilyen mdédon kozponti szerepet toltenek be a
xenobiotikumok detoxifikalasaban, természetes szubsztratjaik koziil az auxinokat, citokinineket
¢és az antocianokat kell megemliteni (Edwards és mtsai, 2005).

Az antocianinok nem-enzimatikus szubsztratjai a GST-knek, €s miutan ko6tddnek az
enzimekkel, a vakudlumba transzportdlodnak (Mueller és mtsai, 2000). Ezeknek a vizoldékony
antioxidansoknak a mennyisége szintén megnétt soéstressz esetén paradicsom novényekben
(Eryilmaz, 2006), és akkumulaciojukat bizonyitottuk SA el0kezelés hatasdra és az ezt kovetd
sostressz alatt a Rio Fuego paradicsom fajtdban is (Szepesi és mtsai, 2008). Az antocianinok
nemcsak hatékony ROS-kioltok, de feliilszabalyozzék a phi-tipusit GST-ket a human retinalis
pigment epitelidlis sejt kultardkban (Milbury €s mtsai, 2007). In vitro szignifikdnsan gatoltak egy
GST izoenzimet, amit rozs ndvénybdl tisztitottak (Zachariah és mtsai, 2000), igy modulalhatjak a
GST-k aktivitasat. Néhany GST gén, pl. a GST6, Arabidopsisban is szabalyozodik SA vagy H,O,

altal. A GST6 promotere tartalmaz egy 20 bpnyi oktopin szintaz (ocs) elemet, ami kotdhelye a
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bZIP fehérjéknek, de valaszol a H,O,-ra is, igy a GST6 prométere indukalddik gyokerekben SA
¢s H,O, éaltal (Chen ¢és Singh, 1999). Néhany GST izoenzim és az antocianinok szintézise is
indukalhat6 H,0O,-dal (Lois, 1994).

A stressz hatdsara indukalodo izoenzimeknek szerepiik lehet a citotoxikus alkendlok
konjugalasdban. Ezek a vegyiiletek, mint példaul a 4-hidroxinonenal, a membranok oxidativ
destrukcidja kovetkeztében keletkeznek, rendkiviil toxikusak, és a GST-k egy csoportja (phi-
GST-k) képes a detoxifikdladsukra pl. Sorghumban (Gronwald és Plaisance, 1998). GSH-val
mikodnek az aktivan lélegzé ndvényi sejtekben keletkezd formaldehid és a metilglioxal
detoxifikalasaban szerepld enzimek, a formaldehid dehidrogenaz illetve a glioxalaz I, valamint a
citotoxikus hidroperoxidokat, tobbek kozt zsirsav hidroperoxidokat GSH-val alkoholld redukal6
glutation peroxidazok is (Dixon és mtsai, 1998). Detoxifikacids funkciot betdlthetnek az aldo-
keto-reduktazok is, amelyek egyik nem til régen bizonyitott funkcidja, hogy redukaljak a
lipidperoxidacio mérgezd termékeként keletkezd aldehideket, igy a 4-hidroxinonenalt (Oberschall
¢és mtsai, 2000).

A sikeres akklimatizacioban fontos szerepe van a stresszor hatdsdra indukéalodo
génexpresszios valtozasoknak, amelyeket kiillonb6zé stresszhormonok szintézisének fokozodasa
1s kozvetithet. Ezek koziil az egyik legfontosabb az abszcizinsav (ABS).

Ha az akklimatizaci6 sikeres, Uj steady state egyensulyok mellett a novény novekedni
kezd a stresszor jelenlétében, illetve a stresszor hatdsdnak megsziinte utan helyreallitja

metabolikus folyamatait és novekedését.

2.3. Az abszcizinsav, mint altalanos stresszhormon

2.3.1. Az abszcizinsav bioszintézis szabalyozasa abiotikus stresszorok altal

A kornyezeti hatdsokra a novények részben a génexpresszids mintazatuk
megvaltoztatasaval valaszolnak, mely végso soron sejt-, illetve ndvényszintli adaptiv valaszokhoz
vezet. Az abiotikus stresszhatasokra, az ionos €s nem ionos ozmotikus stresszre, illetve a
szarazsag kovetkezményeként szintetizaldédé ABS fontos szabalyozoja a gyors €s a hosszutavu

valaszreakcioknak. Az ABS leggyorsabban kialakuld hatdsa a sztomak zarodasa, amit a talaj
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viztartalmdnak tovabbi csOkkenésével a hajtasndvekedés gatlasa kovet (Wilkinson és Davies,
2002). A talajban kialakuld szdrazsag vagy a sostressz hatdsdra eldszor a gyokérben fokozodik az
ABS szintézis és emelkedik meg az ABS koncentraci6. Ezt kdveti a hormon transzportja a
xilémen keresztiil a hajtasba, ahol sztomazarodast indukal. A szarazsagstressz alatt a
sztomazardsejtek tehat elsdsorban a zarosejt apoplasztjaban kialakuld6 ABS koncentraciora
reagalnak, ami nem feltétleniil mutat kozvetlen korrelaciot a levelek endogén ABS tartalmaval
(Correira és Pereira, 1995).

Az erdsebb vizhiany a levél ABS szintézisét is fokozza (Wilkinson és Davies, 2002), az
abszcizinaldehid oxidaz (4403) és a MoCo szulfurildz (4BA3) gének expresszidja dehidraciora
¢s maganak az abszcizinsavnak a hatasara is indukalodik a levelekben (Xiong €s mtsai, 2001).

Az ABS a novényekben a C40-es karotinoidokbdl képzddik, és szintézisének kezdeti
1épései a kloroplasztiszhoz (gydkérben a plasztiszhoz) kdtddnek. A f-karotin hidroxilalodas utjan
zeaxantinnd alakul, amely két 1épésben, anteraxantinon keresztiil violaxantinna epoxidalodik. A
reakciot a zeaxantin epoxiddz (ZEP) enzim katalizalja, amely a kloroplasztisz sztréméjaban
talalhato. A fenti reakcidosornak a xantofill-ciklus részeként fontos szerepe van a
kloroplasztiszban a folosleges fényenergia disszipalddasaban is (Eskling és mtsai, 1997). Az
ABS kozvetlen prekurzora az all-transz-violaxantinbol vagy az all-transz-neoxantinbdl keletkezd
9-cisz-violaxantin €s a 9’-cisz-neoxantin, amit a 9-cisz-epoxikarotinoid dioxigendz (NCED)
izomerizaciéval xantoxinnd, az abszcizinaldehid eldanyagava alakit. Az ABS tobb lépésben
kozvetleniil az abszcizinaldehid oxidéaciojaval alakul abszcizinsavva, ezt a reakcidt az
abszcizinaldehid oxiddz (AAO) katalizdlja. Az AAO molibdén kofaktor (MoCo)-tartalmi
hidroxilaz, amelyet multigén csalad kodol, €s az enzim tobbféle szubsztratot elfogadva tobbféle
fiziologiai folyamatban szerepelhet (Mendel és Hansch, 2002).

A paradicsom (Solanum lycopersicum Mill. L.) flacca nevii mutansa ABS deficiens, és a
mutacio az AAO enzim Mo-kofaktorat szulfurildld MoCo-szulfurilaz (MCSU) aktivitasat érinti
(Sagi és mtsai, 1999). Sagi és mtsai (1999) a paradicsom levélben kettd, gyokérben négy
izoenzim jelenlétét detektaltak aldehid oxidaz (AO) aktivitasgélben, indol-3-aldehid szubsztrattal.
Megallapitottak, hogy a sztomazarodast nem mutatd, ezért dllandoan hervadt fenotipusu flacca
mutansban az ABS tartalom minimalis. A hormon hidnyat az aktivitas gélben a gyokérbdl és a
hajtasbol is hianyz6 legkisebb mobilitast f6 sdv, az Gin. AO1 aktivitdsdnak hianya okozza.

Immunoblottal a {6 sav harom fehérjére bonthato. Az AOIl aktivitds tehat kozvetleniil
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meghatarozta a szovetek ABS tartalmat. Min és mtsai (2000) harom feltételezett funkcionalis AO
gént klonozott (TAO1, TAO2 és TAO3) paradicsombol, és vizsgaltak a gének szdvetspecifikus
expresszigjat, amely jO Osszhangban volt az aktivitds gélben kapott eredményekkel. NaCl
hozzaadéasa a gyokérkézeghez indukalt egy gyors, atmeneti és szovetspecifikus emelkedést az
arpa novények leveleinek ABS tartalmédban, de ez 24 6ra mulva a kezeletlen szintre csokkent
(Fricke és mtsai, 2006).

Meg kell jegyezniink, hogy az AO izoenzimek elnevezése kozott van némi konfuzio. Az
Arabidopsis aba3 mutansa ABS deficiens. Az Arabidopsisban ez a mutaci6é az AO aktivitashoz
sziikséges S-ligand beépiilését katalizal6 MoCo szulfurildz enzim mutacidjat jelenti (Schwartz €s
mtsai, 1997). A ludfilben az ABA3 gén altal koédolt fehérjét AAO3-nak nevezik. Az
Arabidopsisban taldlhatd négy aldehid oxidaz gén (440I1-4) kozil az AAO3 kodolja az
abszcizinaldehidet ABS-sé alakito izoenzimet (Sekimoto és mtsai, 1998; Seo és mtsai, 2000). Az
AAO3 homodimer fehérje nativ gélben az izoformak koziil a legkisebb mobilitasi. Az AAO3
homodimer ¢s az AAO3/AAO2 heterodimer fehérje, amely a méasodik legkisebb mobilitasu sav,
elfogadja az abszcizinaldehidet szubsztratként, mig az AAO2/AAO2 homodimer nem (Koiwai,
¢s mtsai, 2004).

A ZEP, az NCED ¢és az AAO Aaltal katalizalt reakciok az ABS bioszintézis regulacios
pontjai. A ZEP és az NCED gének expresszidjat ndveli az ozmotikus, a s0- €s a szdrazsag stressz.
Az Arabidopsis-ban a ZEP, a MCSU és AAO3 gének expresszidjat pedig az eldbbi stresszorokon
tul maga az ABS is fokozza (Xiong és mtsai, 2002; Yesbergenova és mtsai, 2005, Ma és mtsai,
2006). Emelkedett AAO aktivitds szintén megfigyelhetd sostressznek kitett borsd novények
leveleiben és gyokerében (Zdunek-Zastocka, 2008).

Ennek alapjan az ABS bioszintézisében az ozmotikus stressz komponenst is tartalmazo
stresszhatasokra egy pozitiv visszacsatolasos modell alakithato ki, amely szerint az NCED enzim
ozmotikus stressz hatasara torténd aktivalodasa mérsékelt ABS koncentraciondvekedést
eredményez. Ez azutan a ZEP ¢és AAO aktivaldsaval gyors és erdteljes hormon
koncentraciondvekedéshez vezet, mint ahogyan ez a fiziologiai kisérletekben tapasztalhato.

Az ABS kiemelt szerepet tolt be a sostressz jelatvitelben, és szamos soéreszponziv gén
erdsen indukalédik ABS hatdsara. Szabalyoz6 géneket és jelatviteli komponenseket kodolod
géneket (pl. DREB2A, MYB és NAC gének) vagy a cellularis védelemben résztvevd géneket (LEA
gének vizmegkotd, ionkotd vagy chaperon funkcidkkal) azonositottak az ABS-fliggé vagy ABS
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altal indukalt korai valasz gének kozott (Fujita és mtsai, 2006). Az S-adenozil-metionin
dekarboxildz, ami egy Ilényeges enzime a poliaminok (spermidin, Spd; spermin, Spm)
bioszintézisének, sokezelés hatdsara indukalddott paradicsom ndvények gydkerében (Ouyang és
mtsai, 2007). Tovabb4, az arginin dekarboxildz és spermidin szintdz (Zmspd 1,2), a poliaminok
szintézisének tovabbi kulcsenzimei is transzkripcionalis szinten, ABS altal szabalyoz6dnak
(Jiménez-Bremont és mtsai, 2007). A poliamin akkumulacié a ndvények adaptiv valaszanak
tekinthetd sostresszt kovetden. Mint polikationok, a poliaminok képesek kotddni olyan
anionokhoz, mint a DNS, RNS, a foszfolipidek negativ toltései, stabilizdlva ezeket a

makromolekulakat és a membranokat.

2.3.2. A xantofill ciklus valamint az ABS bioszintézis és jelatvitel kapcsolata

A fotoszintetikus appardtusban hatékony megoldasok alakultak ki a fotoszintetikus
folyamatok altal nem hasznosuld fényenergia tobblet eltavolitasara. Erre azért van sziikség, mert
nagy fényintenzitdson vagy az abiotikus stresszorok hatdsaként a fotoszintetikus
elektrontranszport ldnc tilredukaltsdga kovetkeztében az elektron a molekularis O,-re adodhat,
amely a kordbbiakban leirtak szerint ROS generalasaval oxidativ stresszt valt ki. A novényt érd
fényenergia feleslege tehat destruktiv folyamatokhoz vezet, amit fotoinhibicidnak neveziink.

Az excitalt klorofill-a altal elnyelt fényenergia leadddhat fluoreszcens fény- ¢és
hékibocséjtas forméjaban és felhasznalddhat a fotokémiai reakciokban. Mindkét utobbi csokkenti
a fluoreszcenciat. A fluoreszcencia kioltasanak fotokémiai (qP) vagy nem fotokémiai,
hdédissszipacids utja (N vagy NPQ), és ezek egymashoz viszonyitott ardnya informacidt
szolgéltat a fotoszintetikus apparatus miikodésének hatékonysdgarol.

Az abszorbedlt fényenergia leaddsanak egyik legfontosabb részét jelenti a hé forméjaban
torténd energiadisszipacio. Az egyik védelmi lehetéség a két fotokémiai rendszer kozotti
energiaeloszlas szabalyozésa, ez ugy valosul meg, hogy a 2-es fotokémiai rendszer fénybegyijto
komplexe (LHCII) foszforilaciot kovetden a PSI-hez kapcsolodik. A gerjesztési energia nem
fotokémiai kioltdsdhoz a fény bekapcsoldsa utan a sztroma és a lumen kozotti pH gradiens

kialakulasa is hozzajarul.
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A keletkezd szabad gyokok ¢és redukalt oxigénformak kioltasat a kloroplasztisz nem
enzimatikus antioxiddns rendszerei, a tokoferol, aszkorbinsav, karotinoidok végezhetik, de fontos
szerepe van a ROS kioltasban a 2.6. pontban részlezett enzimatikus rendszereknek is.

A karotinoidok azonban specidlis védofunkcidval is rendelkeznek, amelyet a xantofill
ciklus tesz lehetové. A fény bekapcsoldsa utan a lumen pH-jdnak csdkkenése aktivalja az
elsésorban az LHCII-h6z ko6t6d6 xantofillok interkonverzidjat. Ezt a folyamatot a magasabbrendii
novényekben a lumenben lokalizalodo, redukalt aszkorbinsav koenzimmel miikddé violaxantin
de-epoxidaz enzim katalizdlja. Az enzimet az alacsony, 5,2-es pH aktivalja, aminek
kovetkeztében kapcsolodik a tilakoid membranhoz (Eskling és mtsai, 1997) és kétlépéses
reakcioban a violaxantint (V) anteraxantinon (A) keresztiil zeaxantinna (Z) alakitja (Biich és

mtsai, 1994; Hager és Holocher, 1994; Pfiindel és Bilger, 1994).

thylakeid lumen chlaropiast strema cytoned
MC
Asc H* 7 ;—Eﬂ xanthoxin zanthaxin
AscH . +
} VD e¥ NADF ABA aldshyda
OHA MADPH 4 -
W
H® + 0y
H 0
DiHA,
Asc

2. abra. Az abszcizinsav (ABA) bioszintézis regulacidja a fotoszintézis altal. A violaxantin de-epoxidazt (VDE)
aktivalja a tilakoid lumen savanyodasa és a redukalt, protonalt aszkorbinsav (AscH) jelenléte, mig a zeaxantin
epoxidaz (ZE) NADPH-t igényel. Fotooxidacids feltételek mellett a redukalt aszkorbat a ROS kiolté folyamatokban
is elhasznalodik és dehidroaszkorbattda (DHA) alakul. A violaxantinbdl (neoxantinb6l) izomerizacid utan a 9-cisz-
epoxikarotinoid dioxigendaz (NCED) xantoxint, az ABS bioszintézis intermedierjét hozza létre. Az ABS reaktiv

oxigénformak, mint jelatviteli komponensek kozvetitésével génexpresszidt indukal (Baier és Dietz, 2005).

A ciklus zarésat a kloroplasztisz sztromaban talalhato, NADPH-fiiggd zeaxantin epoxidaz
(ZEP) teszi lehetové, amelynek pH optimuma 7,5 koriili értéknél van. A zeaxantin mennyisége

jol korrelal a hddisszipacié fokozodasaval, egyben tehat jo fluoreszcencia kioltd. A V+A+Z pool
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nagysaga ¢s a ciklus hatékony mikodése tehat fontos részét képezi az abiotikus stresszorokhoz
val6 akklimatizacios folyamatoknak. A violaxantin de-epoxidaz enzim miikodéséhez sziikség van
a dehidroaszkorbat pool folyamatos visszaredukdloddsara és a redukalt aszkorbat lumenbe
iranyul6 transzportjara, ennek hidnyaban a ciklus szétkapcsoltta valik (Baier és Dietz, 2005).

A violaxantin akkumulacioja serkenti az abszcizinsav szintézist. Az aszkorbinsav
bioszintézis mutdnsokban, amelyek a vad tipus aszkorbinsav tartalménak csupan 30 %-aval
rendelkeznek, az NCED expresszidjaval parhuzamosan az endogén ABS tartalom is
megemelkedik (Pastori és mtsai, 2003). A fotoszintetikus elektrontranszporttol fiiggé ABS
bioszintézis mellett az ABS jelatvitel is redox-regulalt (Meinhard és Grill, 2001).

Az ABS viszont megnoveli johéhany antioxidans enzim, igy az aszkorbat peroxidaz 2
(4PX2) (Cheong és mtsai, 2002; Chang és mtsai, 2004) és a kloroplasztiszban lokalizalt glutation
peroxidaz (GPXI) (Milla és mtsai, 2003) expresszidjat.

2.4. A prolin, mint kompatibilis ozmotikum hatasai

A prolin (Pro) az egyik leggyakrabban eléfordulé ozmolit, amely felhalmozodik baktériumokban,
moszatokban, gerinctelen allatokban és novényekben is viz-, illetve sostressz soran. Sotolerans
novényekben élesen megnd a Pro szintje. A Pro bioszintézise glutaminb6l vagy ornitinbdl
torténik, de az endogén Pro szintet a katabolizmus sebessége is meghatarozza. A glutaminsavbol
trténé Pro bioszintézis sebességmeghatarozo enzime a A'-pirrolin-5-karboxilat szintetaz (P5CS),
amelynek expressziojat (P5CSI) Arabidopsisban fokozza a s6- és ozmotikus stressz (Székely és
mtsai, 2008).

A Pro védi a membranokat és fehérjéket a magas inorganikus sokoncentracio €s az extrém
homérsékleti értékek karositd hatasaival szemben, szabdlyozza a citoszolikus pH-t és hidroxil
gyok kioltoként is miikddik (Matysik és mtsai, 2002).

A glutaminsavbol kiindul6 Pro bioszintézis soran a PSCS NADPH-t fogyaszt, a keletkez6
Pro azonban visszaalakulhat P5C-va. A megfelelé 1épést katalizalo Pro dehidrogenaz NADP'-t
hasznal, igy szabalyozza a redox toltést, azaz a NADP'/NADPH redox rendszer redukaltsagi
allapotat, aminek fontos szerepe lehet az anyagcsere szabalyozasaban (Delauney and Verma

1993).
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Lehetséges, hogy a Pro abszolut mennyiségénél fontosabb a bioszintézis €s lebontas
korforgasa a kornyezeti stresszhatasokhoz vald adaptalodasban, mivel ez is hozzajarul a NADP"
szint fenntartadsahoz. A tobbi ozmolithoz hasonldan a stresszhatas megsziinését kovetden a Pro
lebontéasa is szén-, nitrogén- €és energiaforrasul szolgalhat a ndvekedés helyreallitasahoz (Lea,
1993).

A soétoleranciara vald nemesités soran a szerves ozmotikumok, igy a Pro szintézisének
géntechnoldgiai Uton vald fokozédsa csak korlatozott eredményekkel kecsegtet. Egyetlen
ozmoprotektiv vegyiilet fokozott és allandé szintézise a novény soétolerancidjat nem feltétleniil
noveli, s6t, ellenalloképességét csokkentheti az er6forrasoknak mas vegyiiletek szintézisétdl valod
elirdnyitasa miatt. Valdsziniinek latszik, hogy a soétolerancia az ozmoprotektiv vegyiiletek
szintézisének kozvetlen fokozasa révén nem ndvelhetd, vagy az ily modon létrehozott fajtak és
valtozatok szabadfoldi kdrnyezetben nem nevelhet6k (Deuschle és mtsai, 2001). A SA is ndvelte

a Pro akkumuléciot a normal vagy sostresszelt buza novényekben (Shakirova €s mtsai, 2003).

2.5. Szalicilsav fiziologiai hatdsai ndvényekben

A szalicilsav (SA, o-hidroxibenzoesav) els6sorban a biotikus stresszorok hatasara a
magasabbrendii novényekben kialakuld tun. hiperszenzitiv reakcidoban szerepld jelatviteli
komponensként volt ismeretes (Raskin, 1992).

Mikrébak is képesek a szintézisére. A Mycobacterium smegmatitis 3,6 mg (g szaraz
tomeg y' nap”! mennyiségben szintetizalja a SA-t (Hudson és Bentley, 1970). A termesztett
ndvények rhizoszférajaban taldlhaté mikroorganizmusok is szintetizdlnak SA-t, és megtalalhato a
novények gyokérzetének exudatumaban is (Chou és Patrick, 1976). A kukorica és a mung6 bab
rhizoszférajaban 31 és 141 pg SA-t talaltak 100 g széraz talajban (Pareek és Gaur, 1973).

Allelopatikus anyagoknak nevezziik azokat a mikroorganizmusok vagy a novények altal a
gyokérkozegbe kivalasztott vegyiileteket, amelyek a szomszédos novények novekedését gatoljak.
Mivel a szalicilsav és mas benzoesav szarmazékok erételjesen befolyasoljak mas novények
novekedését, allelopatikus anyagnak tekinthetok. A novekedésgatld hatast részben annak
tulajdonitottdk, hogy a SA hat a ndvények vizhaztartdsara. A szalicilsav kezelés a hajtas és
gyokér novekedésének gatlasat okozta, csdkkentette a hajtas szaraz tomeget kiilonb6z6 fajokban,

és gatolta az aktiv ionfelvételt (Harper és Balke, 1981). Exogén szalicilsavval kezelt szoja
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novények a kontrollnal alacsonyabb vizpotencialt és kisebb sztomakonduktancidt mutattak
(Barkosky és Einhellig, 1993). A SA novekedésgatlast és sztomazarodast okozott lobabban
(Manthe és mtsai, 1992), gatolta a plazmamembranban lokalizalodé H'-ATP-4z aktivitdsat
(Bourbouloux és mtsai, 1998) és a K, Mg®", CI" valamint SO4> felvételét (Baziramakenga és
mtsai, 1994). Vita van azonban abban a vonatkozasban, hogy a szalicilsav milyen fiziologiai
folyamatok gatlasaval éri el az allelopatikus a hatast. Az egyik elképzelés szerint ez a jelenség a
SA sztomaregulaciora és ezen keresztil a szomszédos novény vizhaztartdsdra gyakorolt
hatdsanak a kovetkezménye (Barkosky és Einhellig, 1993), mig mas elképzelés szerint a
sztomazarodast sokkal kisebb SA koncentraciok kivaltjadk, mint amelyek szignifikdnsan gatoljak
a novekedést (Manthe és mtsai, 1992).

A vizhaztartis mellett a SA hat a fotoszintézisre is. Arpaban 100 uM-os SA kezelés
csOkkentette a levél novekedését, a klorofill- és fehérjetartalmakat, a fotoszintézis maximalis
sebességét ¢s a ribuloz-1,5-biszfoszfat karboxilaz-oxigenaz (Rubisco) aktivitasat (Pancheva és
mtsai, 1996). Ezzel ellentétben a SA buzaban fokozta a fotoszintetikus elektrontranszportot (Sahu
¢és mtsai, 2002), és el6kezelésben alkalmazva feloldotta a fotoszintézisgatld herbicid, a paraquat
altal indukalt gatlast a széndioxid fixdciora (Ananieva és mtsai, 2002). Az exogén SA kezelés
fokozta a CO, fixalas sebességét, a Rubisco €és a foszfoenol-piroszdlésav karboxildz enzim
aktivitasat Cd stressz alatt kukoricdban (Krantev és mtsai, 2008) €s borséban (Popova €s mtsai,
2008).

Fontos szerepe van a szalicilsavnak az oxidativ stresszel kapcsolatos folyamatokban. Az
egyik els6 enzim, amelyrdl bizonyitottdk a SA gatlo hatasat, a HO,-t bonto katalaz volt (Chen és
mtsai, 1993; Dat és mtsai, 1998), bar késobb kideriilt, hogy ez a gatlas csak egyes izoenzimek
esetében érvényesiil (Horvath és mtsai, 2002). Részben a SA katalazt gatlo hatasaval
magyaraztak a H,O,-t szintjének megemelkedését és az oxidativ stresszt indukald hatést, amely a
megnodvekedéséhez Arabidopsisban a SOD aktivitas fokozodésa is hozzéjarul, mig ugyanebben a
ndvényben a SA az ugyancsak H,O,-t bont6 aszkorbat peroxidazt (APX) gatolta a hajtasban (Rao
¢és mtsai, 1997). Az 1 mM SA megemelte a szuperoxidgyok generdlé enzim, a NADPH oxidaz
aktivitasat buiza novényekben (Agarwal és mtsai, 2005).

Részben a szubletalis oxidativ stressz generalasaval, és ennek kovetkeztében a redox-

regulalt, antioxidans enzimek expresszidjanak fokozasaval hozzék osszefliggésbe a SA-nak azon
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hatésait, amelyeket az abiotikus stresszorok hatdsainak mérséklése kapcsan tapasztalhatunk. A
SA eldkezelés fokozta a névények rezisztencidjat az UV-B sugarzassal és az 6zonnal (Yalpani és
mtsai, 1994), a paraquattal (Ananieva és mtsai, 2004), a hdstresszel (Larkindale és Knight, 2002),
a hidegstresszel (Janda és mtsai, 1999), a vizhidnnyal (Bezrukhova €és mtsai, 2001), valamint
nehézfémstresszel (Mishra és Choudry, 1999) ¢és szarazsaggal (Horvath, 2007) szemben.

A korabbi vizsgalatokban a SA hatdsai a soOstressz vonatkozasaban ellentmondéasosak
voltak, mivel a hormont olyan ndvekedési fazisban alkalmazték, amikor esetleges ABS szintézist
serkentd hatdsa gatolja a csirazast. A 100 mM NaCl kezelés alatt nagyobb mértékli oxidativ
karosodas 1épett fel a vad tipusban, mint a SA-hianyos transzgénikus Arabidopsis vonalban, ami
expresszalja a szalicilsav hidroxilaz (NahG) gént (Borsani és mtsai, 2001a). A tal kisméretli
novény szamdra alkalmazott tal nagy koncentracid sem vezetett a sostresszel szembeni
rezisztencia tartés fokozodasdhoz (Shakirova és mtsai, 2003). Exogén SA megakadalyozta a
sostressz-indukalt novekedésgatlast a sotolerdns blza genotipusban, de a sdérzékenyben ez nem
tortént meg (Arfan és mtsai, 2007). A sé €¢s PEG-6000 indukéalt ozmotikus stressz altal kivaltott
karosodas mérséklddott paradicsom ndvényekben hosszatavu szalicilsav el6kezelést kovetden, és
a csak ozmotikus stressznek kitett novények alacsonyabb SA koncentréciora is valaszoltak (Tari
¢és mtsai, 2002b; Szepesi és mtsai, 2005).

A talajban 1évé SA koncentraciok nagysagrendekkel alacsonyabbak az irodalmi
attekintésben felsorolt hivatkozasok nagy részében hasznalt koncentraciokhoz képest (5-107-107
M). A novényekben azonban kornyezeti stresszhatasra kialakulhat olyan SA koncentracid, ami a
10 M-os exogén SA oldatbél felvételre keriil (Freeman és mtsai, 2005). Ezért kisérleteinkben a
SA-t joval alacsonyabb koncentracié intervallumban hasznaltuk (10%-10* M), és hossza
id6tartamu elkezeléseket végeztiink.

Az allelopatikus hatast kivalto szalicilsav tehat hozzajarulhat a novények Aaltalanos

stresszrezisztencidjanak fokozdodasahoz.

2.6. Az oxidativ stressz

Mint az aerob élet evoluciés kovetkezménye, a molekuldris oxigén részleges redukcidjaval
reaktiv oxigén gyokok, szuperoxid gyok (O°,), hidroperoxil gydk (HO",), H>O, és hidroxil gydk

(OH") (ROS) keletkeznek. Az oxidativ stressz ezeknek a reaktiv oxigénformaknak a toxikus
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hatasat jelenti. A reaktiv oxigénformak kiilonb6zé kémiai tulajdonsaguak. A O°;" mérsékelten
reakcioképes, rovid életidejii forma, ami nem képes a membranokon keresztiili diffuziora. A
hidroperoxil gyok a O"; protonalodasaval keletkezik, at tud 1épni a bioldgiai membranokon, és
lipid hidroperoxidok kialakitasaval képes a lipidek auto-oxidaciojanak inicidlasara. Az OH" a
legreaktivabb, ami a H,O, redukcidjaval a Fenton reakcidban keletkezik, és képes valamennyi
biomolekulaval reakcioba 1épni (Vranova és mtsai, 2002). A HO, viszonylag stabil, és a
novényi szévetekben pumolos koncentracidban is felhalmozddhat. A H,O, képes a membranokon
keresztiili mozgasra az akvaporinokon keresztiil (Pastori és Foyer, 2002).

Az enzimatikus és nem-enzimatikus antioxidansok a ROS kioltasaval megvédik a sejteket
az oxidativ karosodastol. Az antioxidans védekezési rendszerekben ¢és enzimkofaktorként
betoltott szereplik mellett, az antioxidansok befolyéasoljak a névényi novekedést és fejlodést is, a
mitozistdl és sejtelongaciotdl kezdve az oOregedésig és a programozott sejthalalig (PCD).
Legfontosabb, hogy kell6 informdciét nyujtanak a sejt redox allapotarol és szabdlyozzak a
génexpressziot, ami kapcsolodik az abiotikus €s biotikus stresszvalaszokhoz, igy optimalizaljak a
védelmet és tulélést. A ROS és a ROS-antioxidans kolcsonhatds, mint a kiilonbozd jelekre
aktivalodé metabolikus kapcsold, a metabolizmusbol és a kornyezet valtozasaibol ered és

szabalyozza az akklimatizacios folyamatok vagy a sejthalal programok indukciojat.
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3. abra A f6 antioxidansok és a redox jelatvitel kapcsolt folyamatai a ndvényekben.

Optimalis kornyezeti feltételek mellett a tobbkomponensti antioxidans rendszer a ndvényi
sejteket hatékonyan megvédi a ROS kdros hatasaitol. Olyan kornyezeti stressz helyzetekben
azonban, mint a szarazsag, a sostressz vagy patogéntamadds, a ROS képzddése fokozddik, a
celluldris antioxidans kapacitas lecsokken és oxidativ stressz 1ép fel. Feltételezik, hogy néhany
kornyezeti stresszre megemelkedett tolerancia érhetd el az oxidativ stressz elleni hatékony
védekezeési mechanizmussal rendelkezd ndvényben. Ezt a feltételezést erdsitik meg a kovetkezd
megfigyelések:

(i) a kornyezeti stresszhelyzetek novelik az antioxidans enzimek aktivitasait és/vagy a
transzkriptumok szintjeit,

(i) a megemelkedett antioxidans aktivitds korreldl a megndvekedett oxidativ stressz

toleranciaval, és
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(111) enyhe kornyezeti stressz alatt a novények megerdsitik védelmi mechanizmusaikat, és sokkal
toleransabba valnak mas stresszekre (kereszt-tolerancia) (Bowler és Fluhr, 2000; Szalai és mtsai,
2009).

A novényekben harom {6 ROS-produkédldé rendszert tartanak szamon: (1) a
kloroplasztiszban ¢és a mitokondriumban taladlhato elektrontranszport rendszerek, (ii) egyes
peroxidazok, a NADPH oxidé4z, a xantin oxidadz, a lipoxigendz, a glikolsav oxidaz és az amin
oxidazok, (iii) olyan fotoszenzibilizal6 molekuldk, mint a klorofill (Dat és mtsai, 2000).
Vizhidnyos allapotban maga az ABS lehet az apoplasztikus H,O, produkcio legfobb induktora
(Hu és mtsai, 2006). Becslések szerint a novények altal fogyasztott oxigén 1 %-a metabolizalodik
ROS-ként a kiilonb6z0 sejtes kompartmentumokban.

Az enzimatikus inaktivdld mechanizmusok els6ként emlithetd [épése a O7y-t

protonfelvétellel H,O,-da és O,-né alakité szuperoxid dizmutaz (SOD, EC 1.15.1.1). Az enzim
kiilonb6z6 izoformai csaknem minden sejtkompartmentumban, igy a kloroplasztiszban (Cu-
ZnSOD, Fe-SOD), mitokondriumban (Mn-SOD), a citoszolban (Cu-ZnSOD) ¢és a
peroxiszomaban (Mn-SOD) is el6fordulnak (Alsher és mtsai, 2002). A kloroplasztiszban
lokalizalodé SOD altal generalt H,O,-ot az aszkorbat peroxiddz alakitja vizzé, mikozben az
aszkorbat monodehidroaszkorbat gyokké (MDHA) oxidalodik. Ez utdbbi reakcio részét képezi az
un. Halliwell-Asada ciklusnak (Asada, 1997).

A ciklus harom egymastol fliggd redox parbol all 6ssze: az aszkorbat/dehidroaszkorbat
(AA/DHA), a glutation/oxidalt glutation (GSH/GSSG) és a NADPH/NADP" redox par (May és
mtsai, 1998). A ciklusban szereplé enzimek, az aszkorbat peroxidaz (APX, EC 1.11.1.11), a
monodehidroaszkorbat reduktaz (MDHAR, EC 1.6.5.4), a dehidroaszkorbat reduktdz (DHAR,
EC 1.8.5.1) és a glutation reduktaz (GR, EC 1.6.4.2) feleldsek az AA, a GSH és a NADPH redox
ciklusaért (Noctor és mtsai, 1998).
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2.6.1. A Halliwell-Asada-Foyer ciklus

Ho /L f] AsC (- f NAD(P)H
\"\[‘“\\“:\_‘\ \ I ¥

APX MDA

J \\{ > MDA J \\1 /; NAD(p)+

(0) 2 /,\5202 f H

\ 4

f

Y Al ¥V L
‘I y 4 [ }

DHAR GR

ASC 'i_\[/ % GSH ¢ \[ %NAD(P)H

4. abra. Az aszkorbat-glutation ciklus (Halliwell-Asada-Foyer ciklus) folyamatai.

Az aszkorbat-glutation ciklus tobb sejtkompartmentumban, igy a kloroplasztiszban, a
mitokondriumban, a peroxiszomaban és a citoszolban is miikodik. Az APX mikddésének
eredményeként a H,O, vizzé redukalédik, mikézben MDHA  keletkezik. A
monodehidroaszkorbat redukcidjara, vagyis a redukalt aszkorbat pool helyreéllitasara végso
soron a NADPH koenzim redukalé ekvivalensei hasznalédnak fel az MDHA reduktdz enzim
katalizalta reakcioban. Az MDHA aszkorbatta és dehidroaszkorbatta is diszproporcionalodhat,
amelyet a DHAR redukal vissza GSH-t6l fiiggd reakcioban. A kloroplasztiszban, az MDHA gyok
szintén képes redukalédni aszkorbatta a tilakoidhoz kotott, redukalt ferredoxin altal, ami
hatékonyabb, mint az MDHAR 4altali redukcio.

Az oxidalt glutation (GSSG) redukcidjat a glutation reduktaz (GR) végzi NADPH
koenzimmel. Az aszkorbat pool redukaltsagi fokanak fenntartasaban tehat dontd szerepe van a
glutation pool nagysaganak és redukaltsagi fokdnak. A glutation azonban részt vesz a H,O,

eltavolitasaban is a glutation peroxidaz altal katalizalt reakcidban.

30



ITrodalmi attekintés

A hidrogén-peroxidot kozvetleniil bontja vizzé és molekularis oxigénné a peroxiszomaban
lokalizalodo katalaz (KAT, EC1.11.1.6). Bar az APX ¢és a KAT egyarant képes a H,O,
eltavolitasara, funkciojuk nem teljesen azonos, mivel az APX sokkal nagyobb affinitdst mutat a
szubsztrathoz (uM-os nagysagrend), mig a KAT, amely mM-os szubsztrat koncentraciénal
miikddik hatékonyan, inkabb stresszfolyamatokban valik jelentdssé (Mittler, 2002).

A KAT tobb izoenzimmel rendelkezik. A KAT1 és a KAT2 a peroxiszoméaban
lokalizalodik, mig a KAT3 mitokondridlis enzim. Az ABS, a H,O,, a szarazsag és a sostressz
indukalta a KAT] expressziojat Arabidopsisban, mig a KAT2 és KAT3 az ABS és a sostressz
hatdsara indukalodott (Xing és mtsai, 2007).

Az AA-GSH ciklus miikkodése lehetové teszi a glutation és az aszkorbat redukalt, azaz
potencialt.

Az aszkorbat a legtobb sejtkompartmentumban jelen van, és létezik néhany utvonal, ami
azt biztositja, hogy az aszkorbat reciklizacidja problémamentes legyen. Ha zavar torténik az
egyik utvonalban, akkor a tobbi Utvonal képes a cellularis aszkorbat redox allapotanak
fenntartasara. Mivel az apoplaszt kevés glutationt és DHAR-t tartalmaz, az apoplasztban is
talalhat6 DHA-nak ujra be kell 1épnie a sejtbe, hogy aszkorbatta redukalddhasson. Elegendd
DHAR hianyaban a DHA irreverzibilisen hidrolizal 2,3-diketogulonsavva (Chen és Gallie, 2006).
A DHAR enzim expresszidjanak valtozasa befolydsolta a citoszolikus és apoplasztikus aszkorbat
redox allapotat is, hiszen a DHAR tulexpresszéltatasa dohanylevelekben ndvelte az aszkorbat
redukalt formajanak mennyiségét, mig a DHAR szupresszidjanak ellentétes volt a hatdsa. Ezek az
eredmények azt feltételezik, hogy a DHAR sebességmeghataroz6 mennyiségben expresszalddik
¢és jelentdsen hozzajarul a cellularis aszkorbat redox allapotanak stabilizalodasdhoz, legalabbis

levelekben (Chen és Gallie, 2004; 2005).

2.6.2. Nem enzimatikus antioxidansok: az aszkorbinsav
Az aszkorbinsav a ndvények egyik f6 antioxidans vegyiilete, ami képes detoxifikalni a reaktiv

oxigénformakat és fenntartani a fotoszintetikus funkciokat. Az aszkorbat kofaktorként mitkodik
enzimekben, mint a prolil- és lizil-hidrolazok, a xantofill ciklusban miikodé violaxanthin
deepoxidaz, és a 2-oxosav-fiiggd dioxigenazok, amelyek példaul az abszcizinsav €s gibberellin

novényi hormonok szintézisében is szerepelnek. Az aszkorbat részt vesz a fejlédési folyamatok
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szabalyozasaban, mint példaul a sejtciklus vagy a sejtmegnyulds, a fotoprotekcioban és a
fotoszintézis regulalasaban, ¢és olyan enzimek aktivitdsanak megdérzésében, amelyek prosztetikus
csoportként atmeneti fémionokat tartalmaznak. Aktiv olyan antioxidans folyamatokban is,
amikor kozvetleniil reagél a hidroxil gyokokkel, szuperoxiddal, szinglet oxigénnel és a hidrogén-
peroxiddal (Noctor és mtsai, 1998b; Smirnoff €s mtsai, 1996; Gupta és mtsai, 1999).

Az oxidalt/redukalt aszkorbat ardnydnak novekedése néha stressz tiinet lehet, hiszen a

ndvény az antioxiddns oxidacidjaval valaszol a kialakult stresszhelyzetre.

2.6.3. Az aszkorbat és a H,O, kapcsolata
A hidrogén-peroxid (H,0,) jelatvivé intermedierként miikodik a redox regulalt reakciokban, és

intermedierje az ABS-indukalt jelatvitelnek is, ami sztdémazarodashoz vezet (Desikan és mtsai,
2001; Wendehenne ¢és mtsai, 2004). A H,O, tehat az ABS-indukalt sztomazarodas kozvetitdje,
ekozben azonban nem emelkedik meg a koncentracidja toxikus mértékben, mivel a KATI
expresszidja is indukéalodik ABS daltal. A kataldz aktivacidja ezéltal negativ feedback
szabalyozdja lehet a H,O, jelatvitelnek. Exogén H,O, kezelés indukdlja a NO képzddését is
(Xing ¢s mtsai, 2008). Az ABS-indukalt NO szintézis els6sorban a H,O, képzddéstdl fligg, a
H,0O, elimindlasa vagy szintézisének gatlasa meggatolja a NO képzddést is (Bright és mtsai,
2006).

A DHAR-t ektopikusan expresszaldo novények zardsejtjeiben az aszkorbat pool
redukaltsdga nagyobb mértékii, csokkent hidrogén-peroxid szintek detektalhatok, és csokkent a
zarosejtek valaszadoképessége a HyO,-ra és ABS-ra. Ennek eredménye a sztdmak nyitottsaganak

novekedése (Chen és Gallie, 2004).

2.6.4. Aszkorbat-deficiens mutansok
Arabidopsis thaliana  aszkorbat-deficiens vtc/ mutdnsa a mutaciét a GDP-mannéz

pirofoszforilaz enzim génjében hordozza és a vad tipus aszkorbat tartalmanak minddssze 25-30
%-at akkumulalja anélkiil, hogy megvaltozna az aszkorbat redox allapota. A mutdns ndvények
hiperszenzitivek voltak 6zonra, kéndioxidra, UV-B fényre, valamint lassabb hajtasnovekedést
mutattak, kisebb leveleket fejlesztettek €s csokkent a hajtas friss €s szaraz tomege is. (Colville és

Smirnoff, 2008). A vtc/ ndvények nem mutatnak jelentds kiilonbséget a klorofill-a

32



ITrodalmi attekintés

fluoreszcencidban ezen koriilmények kozott, a nem fotokémiai kioltds, az NPQ csak kissé
csokkent a vfcl mutans leveleiben. Nem volt valtozas a H,O, mennyiségében sem.

A citoszolikus APX expresszidja megndtt a mutans novényekben, a kloroplaszt APX
izoformdk vagy nem valtoztak vagy kicsit csokkentek.

A vtc2 mutans Arabidopsis novények a vad tipus aszkorbat szintjének csak 10-30 %-at
tartalmaztak. A mutdnsok kronikus fotooxidativ stresszt mutattak magas fényen és kifehéredtek,
mikor attették Oket alacsonyrol magas fényintenzitasra, amihez tarsult még a megndvekedett
lipidperoxidéacio és fotoinhibicid is. A kapott eredmények alapjan megallapithatd, hogy az
alacsony aszkorbat tartalom nem képes javitani a fotoszintetikus aktivitast és oxidativ stresszt
eredményez.

A cellularis aszkorbat abszolit mennyiségén kivill meghatdroz6 még a stressz
akklimatizacié szempontjabdl az aszkorbat redox allapota (azaz a redukalt aszkorbat ardnya az
Osszes aszkorbathoz képest). A dehidroaszkorbat redukalodasaért a DHAR enzim felelds, igy
szabalyozza a cellularis aszkorbat redukaltsagi fokat. Ez viszont hat a sejtnek a kornyezeti
stresszre adott valaszara és tolerancidjara. A DHAR enzim aktivitdsa a legnagyobb mértékii a
fiatal levelekben. A DHAR enzim expresszidjanak gatlasa jelentds klorofill-a vesztést
eredményezett, csokkent a Rubisco nagy alegységének mennyisége (RbcL) és a CO, asszimilacio
szintje is ezekben a novényekben. Ennek kovetkezményeként, csokkent a levélexpanzio és a levél
szarazanyag tartalma. A felgyorsult klorofill vesztés, illetve az RbcL és LHCII fehérjék
mennyiségének csokkenése a fotoszintetikus funkciok mérséklddéséhez vezetett, és elkezdddott a
levelek oregedése. Ezzel szemben a megnovelt DHAR expresszid magasabb klorofill, RbcL és
LHCII tartalmakat eredményezett, igy javultak a fotoszintetikus funkciok és a levéloregedés
késébb kezdddott. A DHAR aktivitds forditottan aranyos volt a lipiperoxidacioval, ezzel is

mutatva, hogy a DHAR védelmet nyujt a reaktiv oxigénformak karositd hatésa ellen.

2.6.5. Az aszKkorbat és a glutation kapcsolata
Az aszkorbat €és a glutation redox allapotanak valtozdsa egymadssal szoros kapcsolatban all. A

redukalt glutation (GSH) elektrondonorként funkciondl a DHAR enzim reakcidjdhoz, ami az
aszkorbatot regeneralja a dehidroaszkorbat redukcidjan at az aszkorbat-glutation ciklus részeként.
A GSH oxidalt forméja, az oxidalt glutation (GSSG), ebbdl a reakciobdl képzddik, és ezt
kovetéen egy NADPH-fiiggé GSSG reduktaz altal redukaloédik. Megallapitottak, hogy a GR

taltermeld novényekben magasabb volt az aszkorbat mennyisége a levelek szoveteiben és a
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novények nagyobb toleranciat mutattak az oxidativ stresszel szemben. Ezekkel az adatokkal
mutat egyezést az az eredmény is, hogy a csokkent GR aktivitds megemelkedett
stresszérzékenységgel parosult (Leipner és mtsai, 1999).

Ennek némileg ellentmond, hogy azok a ndvények, amelyek a kontroll GSH értékének
csak 20 %-at tartalmaztdk, nem mutattak megvaltozott toleranciat az oxidativ stresszre (May ¢és
mtsai, 1998). Tovabb4a, vannak olyan helyzetek, mikor az aszkorbat és a glutation kiilon-kiilon

fejti ki a hatésat.

2.6.6. A glutation (GSH)

A redukalt glutation a ndvényekben is nagy mennyiségben jelenlevd, alacsony molekulastlyu tiol
(May és mtsai, 1998). Normal helyzetben els6sorban redukalt formaban van jelen (GSH), és csak
kis része van oxidalt allapotban (GSSG) (Noctor és mtsai, 2002). A GSH a ndvényi sejten beliil
tobbféle funkcioval rendelkezik. A GSH a ndvényekben redukalt kénraktar, és ennek
kovetkeztében fontos szerepe van a cisztein —SH csoportok redukalt formajanak fenntartasaban
is. A GSH nem enzimatikusan is reagal a szinglet oxigénnel, a szuperoxiddal és a hidroxil
gyokkel (Kuzniak és mtsai, 2001), igy az egyik legfontosabb nem enzimatikus antioxidans.

A GSH {6 funkcidja az oxidativ stressz elleni védelemben az aszkorbat tjra redukéldsa az
AA-GSH ciklusban (Noctor és mtsai, 1998a), ezaltal kdzvetetten részt vesz a H,O, koncentracio
szabalyozasaban a ndvényi sejtekben (Kocsy és mtsai, 2001a). A nehézfémek altal okozott
stressz kivédésében a GSH szerepe kettds. Egyrészt prekurzora a fitokelatinoknak, a nehézfém
ionokat komplexalod peptideknek, masik f6 funkcidja a nehézfém stressz altal generalt reaktiv
oxigénformak eliminalasa (Noctor és mtsai, 2002). A glutation S-transzferazok szubsztratjaként
részt vesz a detoxifikécios folyamatokban.

Az oxidativ stresszel szembeni sikeres akklimatizaciot meghatarozza a glutation pool
nagysdga (Tari és mtsai, 2002a), de fontos a redukalt és oxidalt forma egymashoz viszonyitott
aranya is (Kocsy ¢és mtsai, 2004). A GSH szintézis reguldcios pontjat jelentd enzimet, a y-
glutamilcisztein szintetazt (y-ECS-t) taltermeld transzgénikus nyarfa ndvények megemelkedett
glutation szinteket mutattak, ami arra utal, hogy az enzim aktivitdsanak ndvekedése feloldja a
GSH szintézis limitaltsdgat nyarfaban (Strohm és mtsai, 1995; Noctor és mtsai, 1996). A
novényekben a y-ECS transzkripcionalis kontrollja mellett (Schifer és mtsai, 1997) poszt-
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transzlaciés mechanizmusok is hozzéjarulhatnak a fokozott aktivitishoz (May €s mtsai, 1998).
Mindezek egyiittesen mérsékelt GSH tartalom emelkedéshez vezettek.

A kiilonb6z6 abiotikus stresszorok jelentésen modositjadk a GSH/GSSG aranyt. Rézstressz
hatdsara (de Vos €és mtsai, 1992) és magas sokoncentracio kovetkeztében (Kellds €s mtsai, 2008)
jelentdsen novekedett az oxidalt forma mennyisége holyagos habszegfiiben, illetve kukoricaban.

A glutationtartalom noévekedése, ami tarsul az aszkorbattartalom novekedésével egy
koordinalt egyensulyt feltételez a két antioxidans kozott, ami a DHAR altal lehet kapcsolt. A
kiilonb6z6 nem enzimatikus antioxidansok pooljai kozott regulacids kapcsolat all fonn, ami
biztositja, hogy az egyik antioxidans hidnyat a masik mennyiségének novekedése kompenzalja
(Colville és Smirnoff, 2008).

A ROS hatasara aktivalodo enzimek biokémiai indikatorok lehetnek az oxidativ stressz
elleni védekezésben betoltott szerepilik alapjan, €s aktivitasuk emelkedése tlikrozheti az adott
novényi szervben kialakuld oxidativ stressz mértékét.

Kimutattdk, hogy a SA gatolja a katalaz ¢és az aszkorbat peroxidaz antioxidans enzimeket
dohanyban, ezaltal noveli a H,O, tartalmakat és a ROS mennyiségét (Durner és Klessig, 1997).
Az antioxidans enzimek ilyenfajta gatlasa a SA altal kevésbé kifejezett mas novényfajokban,
mint pl. a szojaban (Sanchez-Casas ¢s Klessig, 1994) vagy Arabidopsisban (Rao €s mtsai, 1997)
ahol a SA fiziologids koncentradcioban (<100 pM) nem gatolta jelentdsen a katalazt vagy az

aszkorbat peroxidazt (Rao és mtsai, 1997).
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3. Célkitiuzések

A biotikus stresszhatasok soran képzd6dd, és annak kivédésében szerepet jatszo szalicilsavrol
(SA) ismert, hogy eredményesen javitotta a ndvények abiotikus stresszorokkal szembeni
ellenallosagat. A szalicilsav magas (> 5-10™* M-os) koncentracioi a H,O,-ot bonto katalaz gatlasa
miatt fokozzdk az oxidativ stresszt, ugyanakkor azonban a hajtas oxidativ stresszel szembeni
rezisztenciaja is ndl azaltal, hogy aktivalédhatnak a reaktiv oxigénformak kioltdsaban szerepet
jatsz6 enzimek. Kisérleteink egyik alapgondolata az volt, hogy a szalicilsav, mint allelopatikus
anyag, a fenti  vizsgalatokban  hasznalt  koncentracioknal  joval  alacsonyabb
koncentraciotartomanyban fejti ki hatasat a ndvényekre, és a ndvények kitettsége is joval
hosszabb idStartamu. Ezért a szalicilsav elékezeléseket 107 M és 10 M SA koncentraciokkal és
hosszu id6tartamu kisérletekben (3 hét) végeztiik. Tesztnovényként kitlind modellnek bizonyult a
termesztett paradicsom (Solanum lycopersicum Mill. L. cv. Rio Fuego), hiszen nagyiizemi
termelése talaj nélkiili kultirdban is torténhet, ahol néha feltinden jelentkezik a talajlako
baktériumok hidnyabol kovetkezoen az indukalt szisztemikus rezisztencia hidnya. A talajlako
mikroorganizmusok ¢s allelopatikus hatast kivaltd ndévények gyokérexudatuméban 1évo

szalicilsav kis mértékii, indukalt stresszrezisztenciat okozhat.

Paradicsom (Solanum lycopersicum Mill. L.) novények sotoleranciajanak fokozasa

Kérdésként vetddik fel tehat, hogy az allelopatikus hatast kivalto SA koncentraciok
befolyasoljak-e, s ha igen, milyen mechanizmussal a ndvények sostresszel szembeni
rezisztenciajat?

o Okoz-e¢ az irodalmi adatoknak megfeleld valtozast, vagyis vizpotencial csokkenést a
hosszu id6tartamu szalicilsav elokezelés, milyen valtozasok torténnek a paradicsom vizhdztartasi
paramétereiben, vizpotencidljaban, ozmotikus potencialjdban?

. Torténik-e SA eldkezelés hatdsara ozmotikus adaptacié? Fokozza-e a SA a szervetlen
ezek a szerves ozmotikumok illetve ozmoprotektiv anyagok, amelyek eldsegitik az ozmotikus

adaptaciot sostressz alatt?
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o Mi a szerepe a SA-nak az akklimatizacid sikerességét meghataroz6 abszcizinsav
bioszintézisének indukcidjaban és az ABS tartalmak valtozasaban? Hat-e az elokezelés az egyik
regulaciés pontot jelentd abszcizinaldehid oxidaz aktivitasra? Hogyan valtozik az ABS
koncentracio a sdstressz alatt?

. Hogyan véltoznak a stresszrezisztencia markerek, a klorofill-a fluoreszcenciaindukcios
paraméterek, klorofill a/b arany és a lipidperoxidacio a 100 mM-os NaCl-dal kivaltott sostressz
alatt az elékezelt paradicsomokban?

o Hogyan hat a SA eldkezelés az ABS altal indukalt védémechanizmusok aktivalodaséara
sostressz alatt? Hogyan valtozik a poliaminok és a prolin koncentricidja az eldkezelt
novényekben?

o Hogyan hat a SA az enzimatikus és nem enzimatikus antioxidans véddmechanizmusokra,
igy az aszkorbinsav ¢és a glutation redukalt és oxidalt formainak mennyiségére és a
detoxifikacioban szerepet jatszo enzimek aktivitdsara? Vizsgaltuk tovabba, hogy miképpen
befolyasolja az el6kezelés ugyanezeket a paramétereket a sostressznek kitett novényekben.

o A SA elokezelések hatasara akkumulalédé prolin fontos kompatibilis ozmotikum és
antioxidans. Vizsgaltuk, hogy a kiilonb6z6 prolinkoncentraciok hogyan hatnak a paradicsom
levélbdl izolalt protoplasztok életképességére. Mikroszkopos festésekkel vizsgéaltuk meg a
sostressz hatasat prolin kiilonb6z6 koncentracidival kezelt protoplasztokon a nitrogén-monoxid
¢s hidrogén-peroxid képzddésére, és vizsgaltuk, hogy a kezelések milyen koncentracioviszonyok
mellett javitjak, vagy csokkentik a protoplasztok életképességét.

o A paradicsom antioxidans védekezd mechanizmusai sostressz alatt 6sszehasonlithatok-e
szarazsagstresszre tolerans bab genotipusok valaszaival?

o A fentiek figyelembevételével jelen munka egyik célja volt a SA dltal indukalt
akklimatizaciés folyamatok Osszehasonlitasa a sotolerans, vad paradicsom faj, a Solanum

pennellii séstresszre adott, az irodalomban leirt valaszreakcioival.
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4. Anyagok, modszerek és a Kisérleti rendszer ismertetése

4.1. Novények nevelési paraméterei

Kisérleteink soran Solanum lycopersicum L. cvar Rio Fuego paradicsom ndvényeket vizsgaltunk.
A magokat harom napig, sotétben csiraztattuk 26 °C-on. Csirdzds utan a novények kéthetes
korukig perlitben ndvekedtek, majd hidroponikus korilmények kozott, tdpoldatban fejlodtek
hathetes korukig. A tapoldat a kovetkezd elemeket tartalmazta: 2 mM Ca(NOs3),, 1 mM MgSOs,,
0,5 mM KCI, 0,5 mM KH,PO,, 0,5 mM Na,HPO,, és mikroelemeket (10° M MnSOy, 5-107 M
ZnS04, 107 M CuSOy4, 107 M (NH4)6M070,4, 10° M H3BO,), 2:10° M Fe-EDTA, a tapoldat
pH-ja 5,8 volt. A tapoldatot hetente kétszer cseréltiik. A ndvények a kovetkezd nevelési
paraméterek mellett fejlédtek: 12 6ras nappali, 12 6ras éjszakai periddus, 300 pmol m™ s
fényintenzitas és 55-60 %-os relativ paratartalom.

Az antioxidans védekezési rendszer Osszehasonlitisara bab ndvényeket (Phaseolus vulgaris
nanus L.) hasznaltunk fel. A magokat 1,0% NaOCI oldatban sterilizaltuk 30 percig ¢€s
termosztatban 25 °C-on csiraztattuk. 2 nap mulva a csiranévénykéket miianyag edényekbe
iltettiik, ami 3 kg kerti homok és perlit 3:1 ardnyu keverékét tartalmazta. A ndvények
tiveghazban fejlédtek 14 o6ras nappali megvilagitasban, 25/22 °C nappali/éjszakai hdmérséklet és

55-65% relativ paratartalom mellett. A fényintenzitas 300 pmol m™ s

volt. A novényeket
naponta Ontdztik &és a szarazsagstresszt a 14 napos ndvényeknél kezdtiik alkalmazni
vizmegvonassal. A kisérlet végére a talaj viztartalom a teljes vizmegkotd képesség 40 %-ra
csokkent le. Méréseinket a 3 hetes novények kifejlett primer levelein végeztiikk 7 nappal az
ontdzés megszakitdsa utdn. 5 genotipust kaptunk a Béanat Agraregyetemtdl és bevontuk még
kisérleteinkbe egy termesztett, szarazsagtiird bab genotipust is (Phaseolus vulgaris L. cv. Unidor

(Phv 52)).

4.2. Alkalmazott kezelések

A szalicilsav eldkezelés a novények 4 hetes koratol 7 hetes kordig tartott, eldzetes kisérletek
alapjan kivalasztott alacsony, 10”7 M és egy magasabb, 10 M-os koncentraciokkal. A sokezelést

a novények 7 hetes koraban 100 mM NaCl hozzéadésa jelentette, a mintavétel a sokezelés eldtt és
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utan 7 nappal tortént meg. A méréseinket a gyokerekbdl €s a csucstol szamitott két legfiatalabb,

de mar teljesen kifejlett levélbdl végeztiik.

4.3. Alkalmazott modszerek

4.3.1. Vizhaztartasi paraméterek vizsgalata
A levelek vizpotencialjat nyomaskamra segitségével (PMS Instruments Co., Corvallis, Oregon,

USA), a sejt extraktum ozmotikus potencidljat automata ozmométerrel mértiik (Digital Automatic
Osmometer, Mikro GMS), a sztomakonduktanciat a levelek adaxialis ¢és abaxidlis felszinének
kozepén steady-state porométerrel (PMR-2, PP Systems) hataroztuk meg.

A szovetek relativ viztartalmat a 100 x (friss tomeg —szaraz tomeg)/(teljesen telitett szovet
tomege-szaraz tomeg) egyenlet alapjan, a relativ novekedési sebességet a (teljes ndvény friss
tomege t; idopontban- a teljes novény tomege to idopontban)/a teljes ndvény tomege to

idopontban képlet szerint szamoltuk.

4.3.2. K'(**Rb") felvétel mérése
A K felvétel monitorozasdhoz *°*Rb" izotdpos jelolést alkalmaztunk (Zsoldos és mtsai, 1993). A

felvételi oldat 1 mM KCl-ot, 0,5 mM CaCl-ot és 185 kBq/l aktivitasu RbCl izotopot
tartalmazott. A 3 hetes paradicsom novényeket a felvételi oldatban egyidejlileg vagy az izotopos
felvételt megel6zGen 24 ordig 107 M SA és 10 M SA-val kezeltik. A felvételi kisérlet
idotartama 6 ora volt. A kisérletek értékelését PACKARD PRIAS PL folyadék szcintillacios

szamlaloval végeztiik.

4.3.3. Az elemtartalmak meghatarozasa atomabszorpcios spektroszkopiaval
Az elemtartalmak meghatdrozasa Hitachi Z-8200, Zeeman polarizalt spektrofotométerrel,

langatomionizalassal, leveg6-acetilén lang alkalmazéasaval tortént (Tari 2003/04.).

4.3.4. A fluoreszcencia indukcios paraméterek meghatarozasa
A klorofill fluoreszcencia-méréseket pulzus amplitido-modulalt fluoriméter, PAM-2000 (Walz,

Effeltrich) segitségével végeztiik. A 20 percig sotétadaptalt mintdkon az F./Fn-et, az Fo-t, a
fényadaptalt mintdkon az effektiv kvantumhasznositast ((Fu,’-Fs)/Fn’=AF/F.’, ®psp), az
elektrontranszport sebességét (ETR), a steady state fluoreszcenciat (Fs), a fotokémiai kioltasi

paramétert (qP=(F’-F;)/(Fn’-Fo)) €s a nem fotokémiai kioltast (NPQ=(F,-F,’)/Fy’) hataroztuk
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meg. A méréfény intenzitisa 0,5, a szaturaciés pulzus intenzitasa 3000 pmol m™s™ volt, mig az

aktiv fény er6ssége 700 pmol m™s™ (Varadi és mtsai, 2000).

4.3.5. Klorofill és karotinoid tartalmak meghatarozasa
A klorofill és a karotinoid pigmenttartalmak meghatarozasanal Lichtenthaler (1987) modszerét

hasznaltuk fel. A klorofillok kivonésa két fazisban tortént. 25 mg tomegi levélszévethez 1,5 ml
100%-o0s acetont adtunk hozza, és 24 6ran keresztiil allni hagytuk. Ezutan lecentrifugaltuk (15000
rpm, 15 perc, 4°C), majd a feliiliszot félretéve, 1,5 ml 80%-os acetonnal ismét 24 Oras
extrakcionak vetettiik ald a mintat. A kisérlet végén 80%-0s acetonnal valamennyi mintat 3 ml-re
egészitettlink ki. Az abszorpcioméréseket KONTRON Double-Beam spektrofotométer
segitségével végeztik. Az extraktumok pigmenttartalmait 470, 646,8 és 663,2 nm-en mért
abszorpcidk alapjan szamitottuk ki a kdvetkez6 képletek alapjan:

Kl-a= 12,25 A6632-2,79 A6 3

Kl1-6=21,50"A646,8-5,10 Ase3.2

Kl-a+b=7,15Ag632118,71 Asas 3

Karotinoidok=(1000"A470-1,82'Kla-85,02°K15)/198

A pigmentek mennyiségét pg/g friss tdmegre vonatkoztattuk.

4.3.6. Az abszcizinsav tartalom mérése kompetitiv ELISA-val
A ndvényi anyagot 100 mM-os NaHCO; és methanol 20:80 (v:v) elegyében 100 ml-ként 1 mg

butilalt hidroxitoluolt (BHT) tartalmaz6 pufferrel extrahaltuk. 1 g ndvényi anyagra 15 ml hideg
extrahald puffert szamitottunk. Az extrakcios elegyet 48 o6raig 4 °C-on a ndvényi anyagon
hagytuk, majd a homogenizdtumot hiitott centrifugaban 12 000 g-vel, 4°C-on, 20 percig
centrifugaltuk. Az {iledéket ijabb 5 ml hideg extrakciés pufferrel extrahdltuk 24 oraig.
Centrifugalast kovetden a feliiliszokat egyesités utan vakuum evaporator segitségével 4°C-on
beparoltuk. A mintat 2 ml ioncserélt vizzel vettiik fel, majd Phytodetek, ABA kompetitiv ELISA
kit segitségével (Cat. Number: PDK 09347/0096) hataroztuk meg az abszcizinsav tartalmakat. A
standard gorbét (+) cisz/transz abszcizinsav felhaszndldsaval a gyart6 altal, leirt modon, 0,0064-
1000 pmol mI™ ABS koncentracio intervallumban készitettiik el. Az alkalikus foszfatazzal jelzett

ABS (tracer) és a novényi extraktumban levd ABS kompetitiven kétddik a mikrokad falat fedo
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antitesthez. Az alkalikus foszfatdz reakcid aktivitasat 405 nm-en mértilkk Dynatech ELISA

leolvaso segitségével (Szepesi és mtsai, 2009).

4.3.7. Az abszcizin-aldehid oxidaz (AO) (EC 1.2.3.1) aktivitas mérése aktivitas gélben
A ndvényi kivonat elkészitését Sagi és mtsai (1999) modszere alapjan végeztiik. A minta 1 g-jat

jégben hiitott rendszerben 2 ml extrakcios pufferben eldorzsoltiik. A puffer | mM-os EDTA-t, 1
mM-os ditiothreitolt, 5 mM-os redukalt glutationt, 0,5 mM-os L-ciszteint, 5 uM FAD-ot, 8 pul 2
mM-os antipaint, 2 pul 100 mM-os fenil-metil-szulfonil-fluoridot (PMSF) és 4 ul 20 mM-os
Na;MoO4-H,0-t tartalmazott 500 mM-os TRIS-HCI (pH 8,3) pufferben. A névényi szdvet és a
puffer aranya 1:2 (w:v) volt a gyokerek, 1:6 (w:v) a hajtas esetében. Centrifugaldst kovetden a
feliiluszot gélelektroforézisre hasznaltuk.

A fehérjetartalom meghatarozasa utan (Bradford, 1976) a hajtasbol 400 pg, a gydkérbol
100 ng fehérje keriilt felvitelre zsebenként a poliakrilamid gélre. Az elektroforézist 7,5 %-os
nativ poliakrilamid gélben 3 6raig, 4°C-on végeztiik (Laemmli, 1970). Ezutan a gélt 0,2 M-os
foszfatpufferben (pH 7,5) mostuk 10 percig, amit enyhe rdzas mellett az enzimreakcid
szubsztratjaival torténd kezelés kovetett szobahdmérsékleten. Szubsztratként 1 mM-os indol-3-
aldehidet vagy a-naftaldehidet hasznaltunk 0,1 mM fenazin metoszulfatot és 1 mM MTT-t
(3[4,5-dimetiltiazol-2-i1]-2,5-difeniltetrazolium-bromid)-ot tartalmazo, 0,1 M-os TRIS-HCI
pufferben (pH 8,0). A keletkezd szinreakcido kvantifikalasit KODAK Elektroforézis
Dokumentacios €s Analizis Rendszer (EDAS) 290 felhasznalasaval, KODAK 1D Image Analysis
szoftver (Eastman Kodak Company, 2000-2001) segitségével végeztiik.

4.3.8. Az osszes cukortartalom, a szacharoz, a gliikoz és a fruktoz meghatarozasa
A cukortartalmak mérésére a friss novényi anyagot folyékony nitrogénnel fagyasztottuk, és 2 mM

HEPES pufferrel 80 %-os etanolban (pH 7,5) homogenizaltuk. A mintakat 1 o6raig 80 °C-os
vizfiirddben extrahaltuk, majd centrifugalds utan az iiledéket tovabbi 5 ml pufferrel extrahéltuk.
A teljes extraktumot vakuum beparloban 45 °C-on szdrazra paroltuk. A beparolt mintakat 3 ml
desztillalt vizben 0,3 g polivinil-polipirrolidon (PVPP) hozzdadasaval vettiikk fel, amelyet 30
perces centrifugalds kovetett. Az Osszcukor mennyiségének meghatdrozasara a Dubois-féle

(1956) fenol-kénsavas modszert hasznaltuk.
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A szabad gliikdz, fruktoz és szachar6z mennyiséget a Boehringer-Mannheim/R-Biopharm
0716 260 katalégusszamui, a NADPH UV-abszorpcidjan alapuld szachardz, glikoéz, fruktoz

meghatdrozasara kidolgozott teszttel végeztiik a gyarto utasitasai alapjan.

4.3.9. A szorbitol tartalom meghatarozasa
A szorbitol meghatarozasat a Boehringer-Mannheim/R-Biopharm 0 670 057 katalogusszamu

szorbitol/xilitol meghatarozéasara kidolgozott teszttel végeztiikk. A reakcid alapelve, hogy a D-
szorbitol a NAD" koenzimmel miikodd szorbitol dehidrogenaz enzim katalizalta reakcioban D-
fruktozza alakul. A reakci6 egyensulya a fruktdz képzddés felé akkor tolodik el, ha a keletkezd
NADH-t folyamatosan -eltavolitijuk. A NADH oxidaciéjat a diaforaz enzim végzi jod-
nitrotetrazolium klorid szubsztrattal. A NADH-val sztochiometrikusan keletkezd formazan

abszorpcidja 492 nm-nél mérheto.

4.3.10. Az aldéz reduktaz (ALR) (EC 1.1.1.21.) enzim aktivitasanak meghatarozasa
nyers novényi kivonatbol

A 0,5 g névényi anyagot hiitott dorzscsészében 2,5 ml homogenizalo eleggyel (0,1 M-os pH 7-es
foszfat puffer, 0,2 mM PMSF, 10 mM dithiothreitol (DTT)) 1% (w/v) polivinil-polipirrolidon
(PVPP) jelenlétében eldorzsoltiik, majd 20 percen keresztiil 12 000 g-vel, 4°C-on centrifugaltuk.
Az enzim aktivitasit a NADPH fogyasaval fotometridsan hatdroztuk meg 340 nm-en DL-
glicerinaldehid, gliik6z-6-foszfat vagy a-naftaldehid szubsztrattal. Az 1 ml végtérfogata
reakcioelegy 200 pl enzimkivonatot, 20 mM-os DL-glicerinaldehid vagy a-naftaldehid
szubsztratot, 50 mM-os, 7-es pH-ju foszfat puffert és 2 mM-os NADPH-t tartalmazott. A reakciot
a NADPH hozzédadésaval inditottuk, és az enzimaktivitds meghatarozéaséara az 1. és 2. perc kozott
mért extinkcidvaltozast hasznaltuk fel. Egy egységnek azt az enzimmennyiséget tekintjiik, amely
1 umol NADPH oxidacidjat katalizalja 1 perc alatt. A specifikus enzimaktivitidst enzimegység

(U) mg' fehérje mértékegységben adtuk meg (Mundree és mtsai, 2000).

4.3.11. Poliaminok analizise HPLC-vel
A poliaminokat Flores és Galston (1982) modszerével a Tari és Csiszar (2003) altal leirt

protokoll szerint hatdroztuk meg. A novényi szoveteket 5 %-os perklorsavban homogenizaltuk 0

°C-on. Bels6 standard-ként 1 uM-os diaminohexant adtunk a mintdkhoz. Centrifugalas utan (4°C,
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20 perc, 15 000g), a feliilluszot 2 ml 2 M NaOH-val kdzombdsitettiilk. A poliaminokat benzoil-
kloriddal szdrmazékké alakitottuk, majd a benzoil-poliaminokat 2x3 ml dietiléterrel extrahaltuk.
A szerves fazist szdrazra paroltuk. A benzoil-poliaminokat HPLC-n (JASCO HPLC System,
Japan), forditott fazisti oszlopon (Apex CI18 5 p; 250x4,6 mm), acetonitril:viz 45:55 (v:iv)

elegyével valasztottuk el, és UV detektor segitségével 254 nm-en azonositottuk.

4.3.12. Prolin tartalom meghatarozasa

A szabad prolin tartalmat Bates (1973) szerint hataroztuk meg. Kb. 1 g friss ndvényi anyagot
homogenizaltunk 3 %-os vizes szulfoszalicilsavban. A sziirt homogenatumot (2 ml) reagaltattuk
2 ml savas ninhidrinnel és ecetsavval 100°C-on 1 o6raig, és a reakciot ledllitottuk jeges
vizfiirddben. A reakcidelegyet 4 ml toluollal extrahdltuk és erdsen vortexeltiik 10-15 s-ig. A
toluol tartalmt kromofort a vizes fazisbol kivontuk és melegitettiik szobahdre. Az abszorbanciat
felvettiik 520 nm-en, toluolt hasznalva vakként. A prolin koncentraciot (umol g™ friss tomeg)

standard gorbe alapjan hataroztuk meg.

4.3.13. Malondialdehid (MDA) tartalom mérése

A lipidperoxidaci6 bomléastermékeinek mérését, ami elsdsorban a malondialdehid,
tiobarbitursavas modszerrel végeztiik. A 0,3 g friss levélszovetet 5 ml 0,1 %-os triklorecetsavban
(TCA) homogenizaltuk, és 12000 g-n, 4°C-on 20 percig centrifugaltuk. Centrifugalas utan 1 ml
feliiliszohoz 4 ml 20 %-os TCA-ban oldott 0,5 %-os tiobarbitursavat adtunk, majd az elegyet 90
°C-on 30 percig inkubaltuk. A reakciotermék mérését 532 nm-en végeztiik. A malondialdehid
tartalmakat 155 mM™"cm” millimolaris extinkcids koefficiens felhasznalasaval szamitottuk

(Heath ¢és Parker, 1968).

4.3.14. Az antioxidativ enzimek aktivitaisanak meghatarozasa

4.3.14.1.Szuperoxid-dizmutaz (SOD) (EC 1.15.1.1)

A ndvényi szoveteket (1 g) folyékony N,-ben fagyasztottuk, és jégen 3 ml extrakcios pufferben
homogenizaltuk (1 mM EDTA-t, | mM PMSF-et, 13 mM metionint és 1 % PVPP-t tartalmazo 50
mM-os foszfat puffer, pH 7,0), majd 20 percen keresztiil 12 000 g-vel, 4°C-on centrifugaltuk. A 3

ml-nyi reakcioelegy 50 pl enzimkivonatot, 50 mM-os nitroblue tetraz6liumot (NBT) és 0,2 mM-
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os riboflavint tartalmazott. A 15 perc utan keletkezett formazan extinkcidjat 560 nm-en mértiik.
A SOD aktivitast az NBT riboflavin jelenlétében torténd fotokémiai redukcidjanak gatlasa
alapjan hatdroztuk meg (Dhindsa ¢és mtsai, 1981). Egy enzimegység azt az enzimmennyiséget
jelenti, amely az NBT redukcidjdnak 50 %-os gatlasat okozza fény jelenlétében. Az

enzimaktivitast U perc’'g” friss tomeg egységben adtuk meg

4.3.14.2. Katalaz (KAT)(EC 1.11.1.6)

Az enzimaktivitast a SOD-nal leirtak szerint preparalt ndvényi kivonat 100 pl-ét, 50 mM-os 7,0-
es pH-ju foszfat puffert ill. 1 %-os H,O;-ot tartalmazd, 3 ml térfogata reakcidelegyben mértiik. A
H,0, bomléasat 240 nm-en, az 1. és 2. perc kdzott mért extinkciovaltozasbol hataroztuk meg. Egy
enzimegység (U) az az enzimmennyiség, mely 1 pmol H,O, elbontasat katalizalja 1 perc alatt

(Upadhaya és mtsai, 1985).

4.3.14.3. Guajakol peroxidaz (POD) (EC 1.11.1.7)

Az enzimaktivitast a SOD-ndl leirtak szerint preparalt névényi enzimkivonatbol hataroztuk meg.
A 25 pl fehérjekivonatot, 1 %-os guajakolt, 50 mM-os 7-es pH-ju foszfat puffert és 1 mM-os
EDTA-t 1,5 ml végtérfogatban tartalmazoé elegyben a reakciot 1 %-os H,O, oldat hozzéadasaval
inditottuk, majd az enzimaktivitast a 470 nm-en mért abszorpcid 1 perc alatti novekedésébdl
szamitottuk. Enzimegységnek az 1 pmol tetraguaiakol képzddését 1 perc alatt katalizald

enzimmennyiséget tekintjiik (Upadhaya és mtsai, 1985).

4.3.14.4. Glutation reduktiz (GR) (EC 1.6.4.2)

A reakcidelegy a SOD-nal leirtak szerint preparalt 50 (hajtas) vagy 100 pl (gyokér)
fehérjekivonatot, 2 mm-os NADPH-t, 20 mM-os GSSG (glutation diszulfid)-ot tartalmazott 0,2
M-os 7-es pH-ju foszfat pufferben, 0,75 ml végtérfogatban. A reakciot 3 mM-os 5,5’-ditio-bis(2-
nitro-benzoesav) (DTNB) hozzdadasaval inditottuk, amelyet a GR altal katalizalt reakcioban
keletkezett GSH redukal, és az extinkcidovaltozast 412 nm-en 1 percig mértik. Egy
enzimmennyiség az az enzimmennyis€¢g, amely 1 umol GSSG redukciojat katalizalja egy perc

alatt (Smith és mtsai, 1988; Csiszar és mtsai, 2004).
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4.3.14.5. APX-aszkorbat peroxidaz (EC 1.11.1.11)

Az aszkorbat peroxidaz enzim meghatarozasa Nakano és Asada (1987) protokollja szerint tortént.
A fagyasztott mintak extrahalasat 50 mM-os kalium foszfat pufferben végeztiik (pH 7,0), amibe
még 1 mM EDTA, 50 mM NaCl, 1 % PVP és 1 mM redukalt aszkorbat keriilt. A homogenatumot
Eppendorff-centrifugaban 14000 rpm-en, 4°C-on, 20 percig centrifugaltuk. Méréshez a feliiluszot
hasznaltuk.

A reakcioelegy 50 mM-os kéalium foszfat puffert (pH 7,0), 0,25 mM redukalt aszkorbatot,
10 pl enzimkivonatot tartalmazott. A reakciot 5 pl 200 mM H,O, hozzaadasaval inditottuk. A
mérés kvarckiivettdban 290 nm hulldmhosszon tortént. A kapott OD értékeket az aszkorbat nem

ey

koefficiens hasznalataval tortént.

4.3.15. Nem enzimatikus antioxidansok vizsgalata fotometrias modszerrel

4.3.15.1. Az osszes aszkorbat és a redukalt aszkorbat tartalom meghatarozasa

Az Osszes aszkorbat és a redukalt aszkorbat meghatarozasat Law és mtsai (1983) altal kidolgozott
modszer leirdsa szerint végeztik. A ndvényi mintdkat 5 %-os triklorecetsavban (TCA)
homogenizaltuk, majd 6000 rpm-en 20 percig, 4 °C-on centrifugéaltuk. A feliiluszot hasznaltuk
tovabb az Osszes, a redukalt és a dehidroaszkorbat meghatirozdsahoz. Az Osszes aszkorbat
méréséhez 100 pul 10 mM dithiothreitolt (DTT) adtunk a félkémcsdvekhez és inkubaltuk az
elegyet szobahdn 10 percig, ezzel a 1épéssel redukaltuk az 6sszes dehidroaszkorbatot aszkorbatta.

Ezt kovetéen 30 masodpercig 100 upl 0,5% N-etil-maleimidet (NEM) adtunk a
reakcidelegyhez. A redukdlt aszkorbat meghatdrozdsahoz a DTT és a NEM helyett 200 pl
tisztitott vizet adtunk. Minden félkémcsohoz 500 pl 10% TCA-t, 400 pl 43% H3PO4-ot, 400 pl
4% o-a’-bipiridilt és 200 pl 3% FeCls-ot adtunk. Vortexelés utdn 37°C-on inkubaltuk a mintakat
1 oran keresztiil. Az oldatok optikai denzitasat 525 nm-en mértik KONTRON Double-Beam
spektrofotométer segitségével. Az aszkorbat tartalmak meghatirozdsahoz standard gorbét
készitettiink redukalt aszkorbattal. A dehidroaszkorbat mennyiségét az Gsszes aszkorbat és a

redukalt aszkorbat tartalom kiilonbsége adta meg.
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4.3.15.2. Osszes glutation és oxidalt glutation tartalom meghatirozasa

Az 0sszes glutation és oxidalt glutation mennyiségét Griffith (1980) modositott modszere szerint
hataroztuk meg. A modszer alapja egy olyan enzimatikus reciklizalés, ami a glutation reduktaz
enzim milkodésén alapszik (5. abra). A TNB keletkezés ratdja egyenes ardnyban all a reciklizald
reakcidval, ami viszont szintén egyenesen ardnylik a minta GSH koncentraci6jdhoz. A TNB
keletkezés kinetikdjanak kovetése spektrofotométer segitségével 405 nm hullamhosszon lehetdve
teszi a minta GSH tartalmanak pontos meghatdrozasat. Az oxidalt glutation tartalom
meghatarozasa ugyanezen az alapelven miikddik annyi kiilonbséggel, hogy 1 o6ran at 2-
vinilpiridint adtunk az extraktumhoz, hogy eliminadljuk a glutation redukalt formajat.
Standardként oxidalt glutationt hasznaltunk. A reakcidelegy tartalmazott 0,1 M-os Na-foszfat
puffert (pH 7,5), | mM DTNB oldatot és 1 mM NADPH-t és a novényi enzimkivonatot. A
reakcio az élesztd enzim (GR baker’s yeast, Sigma) hozzaadasaval indult (enzimaktivitas: 1
unit/ml). A mérés 405 nm hulldmhosszon tortént KONTRON Uvikon Double-Beam
spektrofotométer segitségével. Az 1 perc alatti abszorbancia valtozasbdl hataroztuk meg a
glutationok mennyiségét, standardként oxidalt glutationt felhasznalva. A redukalt GSH
mennyiségét ugy kaptuk meg, hogy az 0Osszes glutation mennyiségébdl kivontuk az oxidalt

glutation mennyiségét.

,..f-,;;‘?‘ ~NO,
HOOC-.‘I/::t g & L.\_:_._;:; COOH
ON" ~F DTNB
HOOC~ .~
ON"~F
TNB
A max 412nm GSSG

5. abra: A redukalt glutation (GSH) és az oxidalt glutation (GSSG) kvantitativ meghatarozasanak moédszere az
enzimatikus reciklizalé modszer felhasznalasaval (Rahman és mtsai, 2007)

A GSH reakcioba 1ép az Ellman reagenssel (DTNB=(5,5’-ditio-bisz(2-nitrobenzoesav)) , hogy TNB (5-tio-2-
nitrobenzoesav) és GS-TNB (a GSH ¢és a TNB konjugatuma) keletkezzen. A GS-TNB aztan redukalodik redukalt
glutationna és GSSG-vé a GR és a NADPH altal (reciklizacio). A keletkezett TNB mennyisége mérhetd 405-412 nm

hullamhosszon.
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4.3.16. Protoplasztok készitése paradicsom novények levelébél, majd a protoplasztok

kezelése

Kontroll paradicsom ndvények csucshoz kozeli, fiatal leveleit olloval levagtuk. Szacharozos K3
oldatot tartalmaz6 Petri csészékbe 3-3 szép levelet gyiijtottiink. A levelet fonakkal felfelé
helyeztiik a Petri csészékbe, és ¢€les szike segitségével 2-3 mm-es csikokra vagtuk, a féeret pedig
kivagtuk. Az ily médon elkészitett leveleket attettiik masik, szachar6zos K3-at tartalmaz6 Petri
csészékbe fondkkal lefele, és kb. 10 percig tartottuk benne. Ezutdn leszivtuk a K3-at Pasteur
pipetta segitségével és kb. 10-15 ml 2 %-os, cellulaz R-10-et (Sigma) és 0,5 %-os macerozim R-
10 (Sigma) sejtfalbontd enzimeket tartalmazod 0,4 M-os szachardzos K3 oldatot (pH=5,5)
pipettaztunk a Petri csészékbe. Masnap reggel Pasteur pipettdval ovatosan Osszekevertiik az
enzimes levélkivonatot, majd atpipettaztuk steril acélszlirn kis Erlenmeyer lombikokba. A
lombikok tartalmat atpipettdztuk Wassermann csovekbe ugy, hogy a tetejiikrél 2-3 ml
hianyozzon. Ezutan egy pipettanyi W5 mosooldatot rétegeztiink ra és kupakokkal lezartuk. Kis
fordulaton 5 percig centrifugdltuk, a protoplasztok a 2 réteg kozott, gylriiben gytiltek Ossze.
Ezutan a protoplasztokat a felsd réteggel atszivtuk ujabb Wassermann csovekbe, €s ismét
feltoltottik WS mosooldattal. Ezutan ismét a lehetd legkisebb fokozaton kb. 5 percig
centrifugéltuk dket, aminek a hatdsara a protoplasztok végiil letilepedtek a csovek aljara. Végiil a
W5 oldatot leszivtuk és a mintékat feltoltottiik a kivant térfogatra a paradicsom protoplasztok
tarolasara alkalmas pufferrel.

Ezt kovetben kezeltik meg a protoplasztokat egyrészt 107 M és 10™ M szalicilsav
100 mM) és a protoplasztok életképességét vizsgaltuk 2,5 illetve 5 ora elteltével. Mértiik az egyes
kezelések hatasara bekovetkezd valtozasokat a H>O, és NO tartalmakban.

A kezelésekre hasznalt anyagokat a protoplasztok fenntartisara hasznalt pufferben
oldottuk fel. A sokezelés hatdsanak tanulmanyozasakor 100 mM-os NaCl kezelést adtunk a mar
izolalt protoplaszt kulturdhoz, amivel egyiitt azonos ozmotikus koncentracidéval csokkentettiik az
inkubald oldat mannitol tartalmat. Ezzel egyidében alkalmaztuk a szalicilsavas kezelést is,
melyek koziil az el6kisérletek soran a ndvényeknél mar hatdsosnak bizonyult 10 M-os és 107

M-os koncentracidkat valasztottuk ki.
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A K3 oldat osszetétele

25 mg CaCl,-6 HyO-t és 25 mg CuSO4-5 H,O-t 100 ml tisztitott vizben kell feloldani, ebbdl 1 ml-
t teszlink a torzsoldatba. A K3 oldatot lefagyasztva taroljuk. Hasznalat el6tt a K3-hoz hozzaadjuk
a szacharozt (0,4 M) és beallitjuk a pH-t (5,5). A W5 mosoéoldatot a K3 oldathoz hasonléan

szintén lefagyasztva taroljuk. Hasznalat el6tt a pH-t 5,8-ra allitjuk.

4.3.17. Protoplaszt életképesség vizsgalata sejtvitalitast jelzo festékkel (FDA-fluoreszcein
diacetat)
Az életképesség meghatarozasa
Az €16 és nem ¢€l0 sejtek elkiilonitésére 10 uM fluoreszcein-diacetat (FDA, Sigma) festéket
alkalmaztunk. Az eljaras azon alapszik, hogy a fluoreszcein diacetat apolaros molekula, amely
konnyen athatol a membranok lipidfazisan. Ezt a festéket az ¢l sejtek felveszik, majd az
intracellularis térben levd aspecifikus észterazok elhidrolizaljak, ami altal a nem fluoreszcens
FDA-bd6l fluoreszcens szabad fluoreszcein keletkezik, ami hidrofil karaktere miatt nem tud
kiaramlani az ép sejtmembrannal rendelkezd sejtbdl. Ezzel szemben az elpusztult sejtek vagy
nem hidrolizaljak az FDA-t, mert enzimeik inaktivalodtak, vagy ha hidrolizaljak is, abban az
esetben a szabad fluoreszcein dramlik ki a sejtbdl. Tehat ennek a festési eljarasnak az
alkalmazasakor az €16 sejtek mutatnak fluoreszcenciat, az elpusztult sejtek pedig nem.
Paradicsom novények levelébdl izolalt protoplasztok esetében a festéket az egyes
kezelések alkalmazasa utan 2,5 illetve 5 o6raval adtuk a protoplaszt kultirakhoz, majd az 5 perces
inkubaci6 utan a felesleges festék eltavolitdsa érdekében 5 perces mosast alkalmaztunk. A
mikroszkopos megfigyelést ezek utdn Zeiss Axiovert 200M tipusu fluoreszcens mikroszkop
segitségével végeztiik el. Az excitacido hullimhossza A=495 nm, fluoreszcencia mérése 515 nm-
nél tortént (Réthel és mtsai, 2003). A felvételek készitésénél protoplasztoknal 20x-os objektivet
alkalmaztunk. Az expoziciés id0 mindig azonos, protoplaszt kultirdknal 773 ms volt. A
mintdkrol fotot készitettiink nagy felbontdsu digitalis kamera segitségével (Axiocam HR). A
protoplasztok életképességének elemzése nagy teljesitményli szamitogép segitségével, az

Axiovision 4.5 nevili programmal tortént.
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43.18. A H;0, felszabadulas detektalasa paradicsom novények levelébél izolalt

protoplasztokban

Az egyes kezelések hatasara bekovetkezd H,O, felszabadulast egy arra alkalmas fluoreszcens
festékkel 10 uM 2,7-diklorofluoreszcein-diacetattal (DC-FDA) detektaltuk. A festék zold
fluoreszcenciadt mutatd formaja a H,O, jelenlétét jelzi a sejtben. A festés 15 percen keresztiil
tortént, 37 °C-on. Ezutdn 1 percen beliil 2-szer mostuk a protoplasztokat W5 pufferrel. Ezutan
vizsgaltuk a protoplasztok altali H,O, produkcidt Zeiss Axiovert 200M tipust fluoreszcens
mikroszkop segitségével. Az excitacid hullamhossza A=495 nm, fluoreszcencia mérése 515 nm-
nél tortént (Rithel és mtsai, 2003). Az expozicios id6 mindig azonos volt, 553 ms. A felvételek
készitésénél 40-szeres objektivet alkalmaztunk. A protoplasztokrol fotét készitettiink nagy
felbontasu digitalis kamera segitségével (Axiocam HR). A H,0, zold fluoreszcenciajanak alapjan
megmeértiilk a pixel intenzitadst, ami a H,O, tartalommal aranyos. A H,O, kioltasat a negativ

kontroll készitésekor 1 mM aszkorbattal végeztiik.

4.3.19. Protoplaszt NO (nitrogén-monoxid) tartalom meghatarozasa DAF-2DA (diamino

fluoreszcein diacetat) festékkel

Az egyes kezelések hatasara felszabadulo NO-ot egy arra alkalmas fluoreszcens festék
segitségével a diamino-fluoreszcein diacetattal (DAF-2-DA, 10 uM) detektaltuk. A festés 30
percen keresztiil tortént, szobahdmérsékleten, sotétben. Ezutan egyszer mostuk a paradicsom
protoplasztok tarolasara alkalmas pufferrel, 5 percen keresztiil, majd vizsgaltuk a protoplasztok
NO produkciojat Zeiss Axiovert 200M tipust fluoreszcens mikroszkop segitségével. Az excitacio
hullamhossza A=495 nm, fluoreszcencia mérése 515 nm-nél tortént (Rithel és mtsai, 2003). Az
expoziciés idé mindig azonos volt, 3,01 s. A felvételek készitése soran 40-szeres nagyitast
objektivet alkalmaztunk. A protoplasztokrol fotot készitettiink nagy felbontasu digitalis kamera
segitségével (Axiocam HR). A NO z6ld fluoreszcenciaja alapjan megmértiik a pixel intenzitast,
ami a NO tartalommal ardnyos. Az értékelés minden esetben az Axiovision 4.5 nevll program

segitségével tortént. A NO kioltasara negativ kontrollként cPTIO-t alkalmaztunk.
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4.3.20. Statisztikai analizis

A Kkisérleteket hdromszor ismételtiikk. A feltiintetett adatok 3-6 egymastol fliggetleniil készitett
ismétlés atlagai a standard hibaval. A kontrolltdl valé szignifikans kiilonbségeket Student-féle #-
teszttel allapitottuk meg P<0.05 (*), 0.01 (**) vagy 0.001 (***) valoszinliségi szinteken
SigmaStat 3.11 nevl szoftver hasznalatdval. Mas esetben ugyanezen program segitségével a

varianciaanalizist kovetden a Duncan-féle tesztet alkalmaztuk P<0.05 tekintve szignifikansnak.
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5. Eredmények és értékelésiik

5.1. A szalicilsav, mint allelopatikus anyag

A szalicilsav hatasa paradicsom novények vizhaztartasara

A mikrobidlis tevékenység vagy a szomszédos ndvények gyokérexudacidja kovetkeztében a
talajban megjelend allelopatikus hatdsu szalcilsav hat a névények vizhdztartasara, amelyet a SA
kezelés utan bekodvetkezd vizpotencial (VP), ozmdzisos potencial (OP) és falnyomds potencial

(T, turgor) valtozasa jelez.

Vizpotencial (MPa)

6. abra: 107 M-os és 10™ M-os szalicilsav (SA) kezeles hatdsa a 4 hetes paradicsom ndvenyek vizpotencial
valtozasara az id6 fiiggvényében (Atlag+SE, n=10, a *-gal jeldlt kezelt minta az aznapi kontrolltol P<0,05 (*), 0,01
(**) vagy 0,001(***) valosziniiségi szinteken szignifikansan kiilonbozik).

Ha négyhetes paradicsom névényeket kezeltiink 10”7 M-os és 10 M-os SA-val, a vizpotenciél a
kezelés kovetkeztében elészor mindkét SA koncentraciondl jelentdsen csokkent. A csokkenés
maximuma 1 hét utan volt mérhetd, majd a kezelt novényekben egy valoszinlisithetd ozmotikus
¢s/vagy térfogati adapticid utdn a 21. napra a kontrollndl magasabb vizpotencidl értékek
alakultak ki. (6. dbra)

Ugyanakkor mindkét alkalmazott SA koncentracid jelentdsen gatolta a sztomakonduktanciat a

levelek mindkét felszinén (7. ébra).
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7. abra: 1 hetes szalicilsav kezelés hatasa a 4 hetes paradicsom novények teljesen kifejlett, legfiatalabb leveleinek
adaxiélis és az abaxialis felszinén mért sztomakonduktanciakra. (Atlag+SE, n=10). A kiilonbdzé betiivel jelzett
oszlopok szignifikdnsan kiilonboznek egymastél P<0,05 valdszinliségi szinten, amit a Duncan teszt segitségével
hataroztunk meg.

Mivel az irodalmi adatokbdl ismert, hogy a SA viszonylag magas koncentraciokban depolarizalja
a plazmamembrant és ennek kdvetkeztében gatolja az aktiv iontranszportot, ezért megvizsgaltuk
az altalunk alkalmazott alacsony (107 M-os és 10" M-os SA) koncentraciok hatasat is a
K (*Rb") felvételre 24 oras elékezelés utan, vagy a K felvételi oldatban, az izotoppal egyidében
torténd alkalmazaskor (utéhatas, direkt hatas). Ismeretes, hogy a K az egyik legfontosabb
anorganikus ozmotikum a ndvényi sejtekben, ami a szOvetek vizmegtartd képessége

szempontjabol alapvetden fontos (8. abra).
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8. 4bra: 107 M-os és 10™ M-os szalicilsav (SA) el6- és egyidejii kezelések hatasa a 4 hetes paradicsom ndvények
K'(**Rb") felvételére a gyokérben és a hajtisban. Az izotop felvétele 1 oraig tortént. Kozvetlen vagy direkt hatas:
fekete oszlop; elokezelés, vagy utohatas: sziirke oszlop (Atlag+SE, n=4). A kiilonbozé betiivel jelzett atlagok
szignifikansan kiilonboznek egymastol P<0,05 valosziniiségi szinten, amit a Duncan teszt segitségével hataroztunk
meg. A 0,05 valdszintliségi szinten nem kiilonbozd atlagértékeket nem jeloltiik.
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Megallapithatjuk, hogy rovid iddtartamu kisérletben a SA mind eldkezelés formdjaban, tehat
utdhatasként, mind kozvetlenill szignifikinsan gatolja a K'(*Rb") felvételét, amit a
gyokérfelvétel mutat (8. abra). Ezen id6tartam alatt a hajtadsban még nem alakul ki szignifikans
kiilonbség a K' tartalomban. Megallapithaté azonban, hogy a SA a hasznélt alacsony
koncentracional is csokkentheti a K* felvételt, ami csokkenti a gyokér vizmegtartd kapacitasat.
Ez a késObbiekben a hajtasra is attevddik, és ott jelentds vizpotencidl csokkenést okoz.

Az atmeneti ozmotikus stressz azonban akklimatizaciés mechanizmusok beinduldsat
eredményezi még a sostressz eldtt, az eldkezelt novényekben a vizpotencidl magasabb a
kontrollénal.

Ennek eredményeképpen a SA vizpotencialt noveld hatasa 1 hétig 100 mM-os NaCl-dal
torténd kezelés utan is megmarad. A sostressznek kitett kontroll ndvényekhez képest a 10* M SA
elékezelés utdn magasabb viz- €s ozmotikus potencidlt mértiink az eldkezelt ndvények csucsi,
teljesen kifejlett leveleiben, amelynek eredményeképpen a viz- €s ozmotikus potencialok
mintaatlagabol szamitott falnyomas potencial (a turgor) is magasabb ezekben a szovetekben

(9.4bra).
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9. dbra: 107 M-os és 10 M-os szalicilsav (SA) el6kezelés hatasa 8 hetes paradicsom novények vizhaztartasi
paramétereinek valtozasara 1 hetes, 100 mM-os NaCl kezelést kovetéen (Atlag+SE, n=10, VP=vizpotencial,
OP=o0zmotikus potencial, T=turgornyomas (MPa). A kiilonb6z6 betlivel jelzett oszlopok szignifikansan kiilonboznek
egymastol P<0,05 valdszinliségi szinten, amit a Duncan teszt segitségével a viz- és ozmotikus potencialok értékeire
kiilon-kiilon hataroztunk meg.
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Az allelopatikus hatasu SA tehat atmenetileg valoban hat a paradicsom névények vizhéaztartasara,
amelyet azonban hosszabb inkub4cid utan a sejtek ozmotikus és/vagy térfogati adaptacidja kovet.
A SA kezelések hatasara novekedésgatlas is kialakult, ez lathaté a gyokérhossz adatokbol
sostresszt kovetden. Megallapithatjuk, hogy a SA el6kezelés szignifikdns megnyulds és
tdmeggyarapodas gatlast csak 10 M-nal, a sztomazarodast indukalé koncentracioknal joval
magasabb koncentracidban okozott.

1. tablazat: 10”7 M-os és 10 M-os szalicilsav (SA) elékezelések hatasa a paradicsom ndvények hajtas és gyokér
ndvekedésére, friss tomeg értékeire és relativ viztartalmara egy hetes, 100 mM-os NaCl-dal kivaltott sostressz utan

(Atlag+SE, n=10). A kiilonboz6 betiivel jelzett atlagok szignifikansan kiilonboznek egymastol P<0,05 valoszintiségi
szinten, amit a Duncan teszt segitségével hataroztunk meg.

Hajtashossz Gyokérhossz Friss tomeg RWC

(cm) (cm) ndvény ™ (g) (%)
Kontroll (K) 23.440.2° 19.0+0.6° 22.5+1.7° 88.3+£2.7°
K + NaCl 19.9+1.0° 21.240.8° 16.6+1.8° 78.240.4¢
107 M SA 22.8+1.7%® 17.4+0.8% 19.4+1.7% 84.7+0.6™
107 M SA + NaCl 19.8+0.9° 16.142.0%° 12.6+1.2° 82.8+0.6°
10* M SA 22.6+1.4% 8.542.5° 15.9+1.8° 86.241.6%
10* M SA + NaCl 19.9+1.1° 10.5£4.1¢ 16.0£2.0° 81.7+1.2%

A séstressz dnmagaban jelentds novekedésgatlast eredményezett a kontroll és a 107 M-os
SA-val elékezelt novényekben, a 10 M-os koncentracional azonban nem tapasztaltunk tovabbi
novekedésgatlast a sostressz hatdsara, és nagyobb volt a levelek relativ viztartalma is a sokezelt

kontrollhoz képest (1. tablazat).

m Kontroll O +Na

Relativ ndv.sebesség [FT -FTo]
(9)
[t (id8) FTo (g)]"
o
o

K 107 M SA 104 M SA

10. 4bra: 107 M-os és 10 M-os szalicilsav (SA) elékezelés hatisa 8 hetes paradicsom novények relativ novekedési
sebességére 1 hetes, 100 mM-os NaCl kezelést kovetden (Atlag+SE, n=10). Fekete oszlopok: kontroll és SA kezelt
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novények; sziirke oszlopok: sostresszelt ndvények. A kiilonbozo betiivel jelzett atlagok szignifikdnsan kiilonboznek
egymastol P<0,05 valdsziniliségi szinten, amit a Duncan teszt segitségével hataroztunk meg.

A 10" M SA el6kezelés megnévelte a ndvények stresszor hatasa alatti relativ novekedési

sebességét is, ami az akklimatizacio sikerességének elso jele lehet (10. &bra).

5.2. A sostressz akklimatizacio folyamatai a szalicilsavval eldkezelt ndvényekben

5.2.1. Ozmotikus adaptacio: inorganikus ozmotikumok akkumulacioja

Hasonl6an az irodalomban talalt idéfliggvényekhez, a 100 mM-os NaCl kezelés mar egy hetes
periddus utan jol lathatdé morfoldgiai valtozasokat eredményez az eldkezeletlen novényekben.
Kiilondsen szembetlind a novekedés gatlasa és az also levelek erdteljes sarguldsa, amely a 7.-10.
nap kozott a csucsi levelek érkozotti régioira is kiterjed. Ez egy intenziv Na' akkumulaciohoz

kapcsolodik, amely jelentds mind a gyokérben, mind a hajtasban (11.4bra).

..t -
% S

10*MSA  10¢ M SA + NaCl

11. 4bra: 107 M-os és 10 M-os szalicilsav (SA) el6kezelés hatasa 8 hetes paradicsom novények névekedésére 1
hetes, 100 mM-os NaCl kezelést kovetéen. A: Kontroll, 100 mM NaCl-dal, 107 M-os SA-val és 107 M-os SA+100
mM-os NaCl-dal kezelt novények.

B: Kontroll, 100 mM NaCl-dal, 10 M-os SA-val, és 10 M-os SA+100 mM-os NaCl-dal kezelt novények.

Bar a K" felvételt az SA gatolja, 3 hetes eldkezelés utan, a héthetes paradicsom ndévényekben

valosziniileg a transzportfolyamatok K™ hidnyra bekovetkezd aktivalodasa miatt a gyokérben a
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kalium tartalmak mar nem kiilonboznek szignifikdnsan a kontrolltdl, a hajtasban azonban
alacsonyabb K' koncentraciokat mértiink (2. tablazat). A legfontosabb makroelemek, a
félmikroelem vas valamint a Na' koncentricidja nem kiilonbozott szignifikinsan a kontroll
novényekétdl az elokezelés utan.

2. tablazat: 10”7 M-os és 10 M-os szalicilsav (SA) elékezelés hatasa 7 hetes paradicsom névények gyokérzetének és
levelének K', Na', Ca®", Mg*" és Fe*" umol g' szraz tomegben megadott tartalmaira (AtlagtSE, n=4). A

kiilonbozé betlivel jelzett atlagok szignifikansan kiilonbdznek egymastol P<0,05 valdszinlségi szinten, amit a
Duncan teszt segitségével hataroztunk meg.

K Na Ca Mg Fe

Gyokér

Kontroll 893.9+21.6™ 195.5£13.6"™ 156.0£11.0" 441.7+£7.3"™ 15.8+0.6™
107 M SA 786.9+ 3.5™ 196.9+£16.5™ 168.3£ 10.0™  435.6+17.5™ 17.7£1.0™
10* M SA 842.3+48.4™ 154.2+11.6"™ 180.9+£22.6" 394.5£19.5"™ 17.8+0.7™
Hajtas

Kontroll 791.5+73.1° 80.6+ 5.3"™ 473.3+£12.1™ 2354+ 7.2™ 2.6+0.7™
107 M SA 561.4+40.0° 111.5£10.3™ 439.4+30.4™ 197.5+£14.8™ 1.94+0.3™
10 M SA 564.8+32.9° 87.0+£ 8.7 432.0+ 5.8 186.0+£15.7" 1.7£0.0™

Az egyhetes, 100 mM-os NaCl kezelést kovetden a kontroll ndvényekben a séstressz nem
csokkenti szignifikansan a K’ akkumulaciét sem a hajtasban, sem a gydkérben, a vizsgalt
genotipus K' transzporterei tehat jol megkiilonboztetik a két iont. A K tartalom csokkenése
azonban szignifikans a SA-val elokezelt ndvényekben a 100 mM-os NaCl jelenlétében (12. &bra,

fekete €s vilagossziirke oszlopok).

1500

2500
> - Hajtas o a Gyokeér
£ 1 100 mM NaCl: K* £ T
= B Na' ; < 2000 -
N Nt
g ] 100 mM NaCl: Na Y b
“ O
% 1000 |- o
@ b "o 1500 -
3 c )
Cc
£ g
€ £ 1000 |-
o a
T 500 a a ab 5 cd d
s b b s d
‘g ‘s 500 - a
z 4 z b
” b
3 e 3 c
+ +
1 |9
0 0
K 10"MSA 10*MSA K 10"MSA 10*MSA

12. abra: 107 M-os és 10 M-os szalicilsav (SA) elékezelés hatisa 8 hetes paradicsom ndveények levelének és
gyokerének kalium és natrium tartalmara 1 hetes, 100 mM-os NaCl kezelést kovetden (Atlag+SE, n=4). A kiilonb6z6
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betiivel jelzett oszlopok az ANOVA-t kovetdé Duncan teszt alapjan 0,05 valoszinliségi szinten szignifikansan
kiilonboznek. A tesztet a K™ és Na' tartalmakra kiilon végeztiik el.

A Na' tartalmak jelentésen novekedtek a sostressz alatt (12. abra, sététsziirke és legvilagosabb
sziirke oszlopok). Az eldkezelt novények gyokerében ez a kontrollénal szignifikansan kisebb
értéket jelentett, mig a hajtds natrium tartalma az eldkezelések hatdsara megnovekedett. A SA
elékezelés tehat megvaltoztatta a Na' hajtas:gyokér kozotti eloszlasat, a felvett natrium nagyobb
része keriil a hajtasba az el6kezelt novényekben. Kiilondsen jelentés ez a 10 M-os SA
elokezelésnél. Ez ugyanakkor csokkenti a gydkér Na' terhelését, ami a detoxifikacios
mechanizmusok sikeressége szempontjabol rendkiviil fontos. Ez a K'/Na" aranyok véltozasaban
is jol tikrozodik (3.tablazat).

Mig a gydkérben az elékezelés hatdsara sostressz alatt alacsonyabb K tartalmak mellett
is megmarad a K'/Na" arany, a hajtasban a natrium akkumulacié miatt ez az arany jelentdsen
csokken. Hasonlo6 valtozasok figyelhetok meg, jol elkiilonithetden a S. lycopersicumtdl, mar egy
hetes soterhelést kdvetden a halofita karaktert mutato, sotolerans vad paradicsom fajokban, mint
pl. a S. peruvianumban vagy a S. pennelliiben (Rus és mtsai, 1999; Chen és mtsai, 2001). A
sotolerans vad fajok képesek a natrium akkumuldlasara a levél mezofillum sejtjeinek
vakudlumaban, ott azt ozmotikumként hasznalva nagy relativ viztartalmat tartanak fenn, és
novekedésiik a soterhelés ellenére fennmarad.

3. tablazat: A K'/Na* arany valtozasa 107 M vagy 10* M SA-val el8kezelt paradicsom novényekben 1 hetes, 100
mM-os NaCl kezelést kovetéen. Az adatokat az iontartalmak atlagaibol szamitottuk.

K'/Na" ardny
Hajtés atlaga Gyokér
Kontroll (K) 4.14 0.38
K + NaCl 0.67 0.14
107 M SA 2.52 0.43
107 M SA + NaCl 0.36 0.18
10 M SA 4.12 0.56
10* M SA + NaCl 0.31 0.15

A SA Altal eldidézett valtozasok a termesztett paradicsomfajta natrium akkumulaciojat a
halofitdkéhoz tette hasonlova. A hajtasba transzportalt Na'-ot nemcsak ozmotikumként hasznalja

(9. abra), hanem sdstressz alatt a turgor altal indukalt ndvekedést is jobban fenntartja a 10 M-os
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SA-val eldkezelt ndvény, mint a sostressznek kitett kontroll (10. abra). Mindezek ellenére

azonban a novények nem mutattak a sostressz karosito hatast jelzd stresszmarkerek ndvekedését.

5.2.2. Stresszrezisztencia markerek valtozasa: fotoszintetikus pigmenttartalmak,
fluoreszcencia  indukciés paraméterek, lipidperoxidacio a  SA-elokezelt
paradicsomban a sdstressz alatt

A SA el6kezelés dnmagaban erdteljesen gatolhatja a fotoszintézist (Pancheva és mtsai, 1996).
Ennek egyik oka a sztomakonduktancia csokkenése, és ezt kovetden a CO, fixacio gatlasa a
kezelt novényekben.

Az Aaltalunk hasznalt SA koncentracioknal a fotoszintézis fényreakciéi azonban nem
gatlodnak dramaian, ahogyan azt a fluoreszcencia indukcidés paraméterek, koztik az F./Fp
valtozatlansaga, az effektiv kvantumhasznositas, a AF/F,,” (®ps;;) SA elokezelés hatdsara torténd
novekedése, a fotokémiai (qP) és a nem fotokémiai kioltas (NPQ) aranyanak a fotokémiai javara
torténd eltolodasa mutatja (4. tablazat). (Leggyakrabban az (1-qP)/NPQ aranyat szoktak
megadni).

4. tablazat: A klorofill-a fluoreszcencia indukcids paraméterek (F,/F,, arany, a qP, a ®pgy; és az NPQ) valtozasa 7
napos, 100 mM-os NaCl kezelést kovetéen a 107 M és a 10 M-os SA-val el6kezelt paradicsom novények fiatal,
kifejlett leveleiben (Atlag+SE, n=4). A kiilsnbdz6 betiivel jelzett oszlopok szignifikansan kiilonboznek egymastél
P<0,05 valdsziniiségi szinten, amit a Duncan teszt segitségével hataroztunk meg.

F./Fy, qP Dpgy NPQ
Kontroll (C) 0.765+0.01" 0.582+0.05° 0.25240.01*  0.599+0.01°
K + NaCl 0.773+0.01" 0.447+0.03° 0.23240.02° 0.607+0.01%
107 M SA 0.784+0.01" 0.625+0.06" 0.349+0.03* 0.538+0.01%
107 M SA + NaCl 0.764+0.00" 0.561+0.01% 0.311+0.01% 0.534+0.01°
10* M SA 0.775+0.00" 0.519+0.02% 0.298+0.02%° 0.508+0.02°
10* M SA + NaCl 0.793+0.01"™ 0.637+0.02° 0.374+0.02° 0.549+0.03°

Az F,/Fy, véltozatlansaga arra utal, hogy a SA kezelés €s a sOstressz altal kivaltott oxidativ stressz
nem okozott olyan valtozéast a kloroplasztiszban, ami jelentds fotoinhibiciot eredményezne. A
PSII primer fotokémiai folyamatainak hatékonysaga, az effektiv kvantumhasznositas és a qP
novekvd értékei az NPQ-val szemben a sotolerans ndvényekre jellemzd valtozasok. A

sostresszelt kontroll névényekben az eldkezeltekkel szemben ugyanakkor kisebb volt az effekitv
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kvantumhasznositds valamint a fluoreszcencia kioltasdban nagyobb volt a hddisszipacié (NPQ)
aranya, mint a fotokémiai folyamatoké.

A SA eldkezelés utan a paradicsom ndvények fluoreszcencia indukcids paramétereiben
torténd valtozasok a kiilonbozd fajok tolerans genotipusaiban figyelhetok meg. Mivel a sostressz
esetén a jol akklimatizalodo fajtak megorzik a hajtas vizpotencialjat, ezért a sotolerans fajtakra a
magas qP/qN (NPQ) arany jellemzd. Ezt mutattak ki sotolerans rizs genotipusok esetén sostressz
alatt, ahol nagyobb effektiv hatékonysagot (®psi) €s kisebb nem fotokémiai kioltast (NPQ)
mutattak ki, mint a szenzitiv genotipusban (Dionisio-Sese €s Tobita, 2000). A rizs sotoleranciajat
fokozni lehetett a kloroplasztisz glutamin szintetazat kodolo transzgén tulexpresszaltatasaval. Ez
utobbi a fotorespiracids kapacitast noveli meg a fotorespiratérikus ammonia eltavolitasaval. Az
elektrontranszport talredukaltsdganak kikiiszobolésével a fotorespiracio jelentds szerepet kap a
sostressz tolerancia kialakitasaban a transzgénikus rizs novényekben, ami a ®psy és a qP
novekedésében is megnyilvanul (Hohsida és mtsai, 2000).

Csokkent a 10™* M-os SA el8kezelés hatasara a klorofill-(a+b) tartalom, viszont nétt a Kl-
a/Kl-b ardny (5. tablazat), mivel az SA eldkezelés inkdbb a Kl-b destrukcidjat fokozta. Az
egyhetes sokezelés a kontrollhoz képest lecsokkentette a Kl-a/Kl-b ardnyt, ez a tendencia
azonban az eldkezelt novényekben megfordult. A fotoszintetikus pigmentek szintézisének gatldsa
elsésorban a Kl a/b kotd protein, a PSII fénybegytijtd antenndjanak mennyiségi csokkenésébdl
adodik (Jones, 1985). A degradaci6 altalanos fokozodasa pedig adaptiv hatasu is lehet, mivel a
novény a fénybegylijtés csokkenésével a fotoinhibicids karosodast csokkenti (Keiper és mitsai,

1998).

5. tablazat: A klorofill-(a+b) és az 6sszes karotinoid tartalom pg g™ friss tomeg, a malondialdehid (MDA) tartalom
pmol g friss tomeg értékben valamint a Kl-a/K1-b arany SA-val elékezelt, fiatal paradicsom levelekben egy hetes,
100 mM-os NaCl kezelés utdn (Atlagok+SE, n=6). A kiilonboz6 betiivel jelzett atlagok szignifikansan kiilonboznek
egymastol P<0,05 valoszinliségi szinten, amit a Duncan teszt segitségével hataroztunk meg.

Kl (a+b) Kla/Klb Karotinoidok MDA
Kontroll (K) 1716.0+59.0% 2.14+0.07° 248.2+18.2° 0.33+0.03*
K + NaCl 1319.1427.9° 2.00+0.08° 156.5+ 3.6° 0.36+0.06"
107 M SA 1485.8+40.2° 2.40+0.03" 249.2+13.3% 0.28+0.03"
107 M SA + NaCl 1387.1£150.3° 2.49+0.05° 199.6+29.6" 0.18+0.01°
10* M SA 1799.9454.1% 2.28+0.08° 283.8+17.1% 0.34+0.06°
10* M SA + NaCl 1442.9428.8° 2.37+0.08° 205.4+10.9% 0.20+0.02°
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Szignifikinsan megemelkedett viszont a 10* M-os SA-val elékezelt novények karotinoid
tartalma sostressz alatt. Ez azon tul, hogy a karotinoidok fontos antioxidansok, a sotolerans
paradicsom genotipusok fizioldgiai markerének is adodott. Ugyancsak rezisztenciamarker a
stresszor hatdsa alatt csokkent lipidperoxidécio is, amit a szignifikansan kisebb malondialdehid
tartalom tiikr6z (Juan és mtsai, 2005). Hasonld eredményeket kaptak sostressz hatdsara a S.

pennellii leveleiben is (Shalata és mtsai, 2001).
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5.2.3. Organikus ozmotikumok: szénhidratok akkumulacioja

A SA eldkezelés hatasara mind a hajtasban, mind a gydkérben megnd az oldhaté cukrok

mennyisége. Ez a hatas az eldkezelés kezdetekor, 7 hetes korban is megfigyelhetd (Poor, 2007).
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13. abra: 107 M-os és 10™ M-os szalicilsav (SA) el6kezelés hatisa 8 hetes paradicsom ndvenyek osszes oldhato
cukor, szacharoz, gliikkoz és fruktoz tartalmara 1 hetes, 100 mM-os NaCl kezelést kdvetéen (Atlag=SE, n=3). A
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kiilonbozé betlivel jelzett atlagok szignifikansan kiilonboznek egymastol P<0,05 valdsziniiségi szinten, amit a
Duncan teszt segitségével hataroztunk meg.

Ez a 10 M-os SA el8kezelés esetén a csokkent abszolut novekedéssel is kapcsolatban lehet.

Eltéré tendenciat mutat azonban az egyes hexozok és a szachar6z koncentracidjanak
valtozasa. A hajtasban a szachar6z koncentracidja csokken az eldkezelés hatasara, majd tovabb
csOkken a sostressz alatt. A gyokérben ezzel szemben az eldkezelés megemeli a szachardz
koncentraciot, és ez a tendencia megmarad a 100 mM-os NaCl jelenlétében is. Ez j6 6sszhangban
van azzal, hogy a szénhidratok szachardz forméban transzportdlodnak a gyokérbe, és itt sOstressz
alatt szerves ozmotikumkeént funkcionélnak.

Ezzel szemben a hexézok, a glikoz, de kiilonosképpen a fruktéz mennyisége
megemelkedik az eldkezelt novények hajtasdban, amely emelkedés mértéke a sokezelés hatdsara
ugyanitt kissé csokken. A gyokérben a 107 M-os SA el6kezelés hatésara elsésorban a fruktoz
altalanossagban is csokkentette a gyokérben (13. dbra). A kiilonb6zd ozmotikumok a szovetek
viztartalmara vonatkoztatott koncentracidjabol szamithatd az az ozmotikus potencial, amivel az
adott ozmotikum a szerv vizpotencialjahoz hozzajarul. Ezeket a szamitasokat elvégeztiik, €és az
oldhato cukrok altal kifejtett ozmotikus potencialt MPa-ban adtuk meg. Megallapithatd, hogy a
hajtasban a szénhidratok 4altal kifejtett ozmotikus potencidl a sostressszelt kontrollhoz valt
hasonlova, vagy még negativabba mar az eldkezelés alatt.

6. tablazat: A K*, a Na* és az oldhat6 cukrok hozzajarulasa az ozmotikus potencidlhoz 8 hetes, SA-val elSkezelt,
paradicsom hajtasban egy hetes, 100 mM-os NaCl kezelés utan. Az adatokat a megfelelé anyagok atlagos

mennyiségének (umol / friss tdmeg) a hajtas szovetei atlagos viztartalmara vonatkoztatott koncentraciojabol
szamitottuk. A koncentraciok (moél / L) MPa értékre torténd atalakitasa Sgherri és mtsai (2001) alapjan tortént.

Ozmotikus potencial (MPa)
K" Na* Oldhato cukrok
Kontroll (K) -1,80 -0,43 -0,79
K + NaCl -1,51 22,26 -0,87
107 M SA -1,55 -0,61 -0,98
107 M SA + NaCl -1,14 -3.14 -0,94
10* M SA -1,67 -0,41 -1,05
10* M SA + NaCl -1,29 -4,08 -0,89
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Az eldkezelt novények tehat a 100 mM-os NaCl kezelés altal kivaltott ionos ozmotikus hatast a

sostresszhez akklimatizalt ndvényekre jellemzd szénhidrattartalom mellett kapjak (6. tablazat).

5.2.4. Az abszcizinsav tartalom valtozasa az elokezelések hatasara és a sostressz alatt

Mindkét alkalmazott SA koncentracid vizpotencialt csokkentd és oxidativ stresszt fokozo hatasa,
valamint a SA hatdsara indukalodd gyors sztomazarddas nyoman feltételeztiik, hogy az

elékezelések modosithatjak a paradicsom novények ABS tartalmat.
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14. 4bra: 107 M-os és 10 M-os SA el6kezelés hatisa 7 hetes paradicsom novények hajtasanak és gyokérzetének
abszcizinsav tartalmara (Atlag+SE, n=4) A kiilonb6z6 betlivel jelzett oszlopok szignifikdnsan kiilonboznek
egymastol P<0,05 valdszinliségi szinten, amit a Duncan teszt segitségével hataroztunk meg.

A SA kezeléseket kdvetden 6 6ra mulva mar szignifikans emelkedést figyelhettiink a levelekben.
Ennek valosziniileg a vizpotencidl csokkenés és az ezzel jard hidraulikus jel az eldidézdje
(Szepesi és mtsai, 2009). Az ozmotikus adaptacio ellenére a SA eldkezelés végén még mindig
szignifikdnsan magasabb ABS koncentraciokat mértiink, ami a gyokérben és a hajtasban is
megfigyelhetd volt 10 M SA kezelésnél (14. abra). Ez egyrészt arra utal, hogy a SA nemcsak az
ozmotikus stresszen keresztiil indukalja az ABS szintézisét. Masrészt azzal a kovetkezménnyel
jar, hogy az el6kezelés végén az ABS indukalta jelatvitel is aktivalodhat a SA eldkezelt
novényekben.

Mivel az ABS bioszintézis utolsé 1€pését, az abszcizinaldehid-ABS atalakulast katalizalo

enzim, az AAOI1 hatdrozza meg a keletkez0 ABS mennyiségét, ezért vizsgaltuk az enzim
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aktivitdsanak valtozasat nem denaturalod poliakrilamid gélben. Az altalunk vizsgalt izoenzimek
elfogadtdk az a-naftaldehidet ¢és az indol-3-aldehidet is szubsztratként. Természetes
szubsztratként szolgalhat az indolecetsav prekurzora is, amelyet a legkisebb mobilitast, AAO1
izoenzim oxidal.

Az enzimaktivitasok kvantifikdldsa utdn megallapitottuk, hogy a gyokérben 4, a hajtasban
két erbteljes, gyakran egybeesd sav mutathatd ki. Az Arabidopsishoz hasonldan a fésav (AAOI)
a gyOkérben is 3 alsdvra tagolhato (15. abra).

A. levél Kontroll 107 M SA 10* M SA
100 115 132 Relativ denzitas
AO1
B. gyokér 100 110 135
AO1
- E_ K = -“— A02
. <4— AO3

15. abra: Az aldehid oxidaz izoenzimek (AAOI1-4) aktivitisanak valtozisa 107 és 10 M-os SA elékezelt
paradicsom ndvények levelében (A) és gyokereiben (B) aktivitas gélben. Az enzim szubsztratjaként 1 mM-os a-
naftaldehidet hasznaltunk. Mintak: Kontroll, 1., 2.; 107 M SA, 3., 4.; 10* M SA: 5. és 6. csik.
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16. 4bra: Az aldehid oxidaz izoenzimek (AAO1-4) aktivitisinak valtozasa 107 és 10* M-os SA el8kezelt
paradicsom ndvények levelében (A) és gyokereiben (B) aktivitas gélben. A géleket KODAK EDAS rendszer
segitségével kvantifikaltuk. Az enzim szubsztratjaként 1 mM-os a-naftaldehidet hasznaltunk. A *-gal jelolt kezelt
minta a kezeletlen kontrolltol P<0,05 (*), 0,01 (**) vagy 0,001(***) valoszinliségi szinteken szignifikansan
kiilonbozik.

Ezek az eredmények hasonld képet mutattak, mint a Sagi és mtsai (1999) altal szintén
paradicsombol, immunoblottal késziilt mintdk. Az idézett cikkben azonban az immunreakcio
minden egyes fosavban tobb csikot adott, ami utalhat a kérdéses fehérjék tobbféle izoformajara
1s. JO 0sszhangban van ez a megallapitas a gyokérben és a hajtasban mért ABS tartalmakkal (14.
abra).

A sokezelés csak a kontroll gyokér ABS tartalmat novelte meg, més esetben a Na®

felvételét kovetden a megndvekvo vizpotencidl a hormontartalom csokkenését eredményezte (17.

abra).
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17. 4bra: 107 M-os és 10 M-os SA elkezelés hatisa 8 hetes paradicsom novények hajtasanak és gyokérzetének
abszcizinsav tartalméara 1 hetes 100 mM-os NaCl kezelést kovetden (Atlag+SE, n=4) A kiilonb6z6 betiivel jelzett
oszlopok szignifikansan kiilonboznek egymastdl P<0,05 valosziniiségi szinten, amit a Duncan teszt segitségével
hataroztunk meg.

A gyodkerekben szintetizaloddo ABS a xilémtranszport révén gyorsan a hajtasba transzlokalodik,
ahol kifejti hatdsat a sztomareguldciora. A sokezelést kovetden a kontrollnal nagyobb ABS
koncentraci6 mar elegendd arra, hogy mindkét SA koncentraciondl sztomazarodas torténjen.

A hajtasban az elokezelések nyoman magasabb ABS szinteket talaltunk, itt tehat mar a
sokezelés elott egy ABS-indukalt génexpresszid lehetdsége is fennallt. Az ABS 4ltal indukalt
jelatviteli ut aktivitasa és a hormon 4altal indukalt génexpresszid igen fontos a soOstressz-
akklimatizaci6 szempontjabol, amelyek koziil példaként a szerves ozmotikumok (pl. prolin,
szorbitol) vagy a poliaminok szintézisé¢hez sziikséges kulcsenzimek indukciojat emlithet;jiik.

Paradicsomban két mutans gént fedeztek fel, amelyek miikddése feltétleniil sziikséges a
sikeres sostressz akklimatizaciohoz. A tss/ mutans hiperszenzitiv a Na'-ra, a muticié a nagy
affinitasa K transzporter mitkddését érinti. A ss2 lokusz hiperszenzitiv a Na'-ra és altalanosan
az ozmotikus stresszre, és az ABS jelatvitelt gatolja (Borsani és mtsai, 2001b). Az ABS jelatvitel
gatlasa tehat érzékennyé tesz a novényeket a sostresszel szemben.

Eredményeink azt mutatjdk, hogy a SA az ABS szintézis és az AAO aktivitasanak
fokozéasaval, ennek eredményeként az ABS tartalom novelésével az ABS jelatvitel

bekapcsolasaval fejtheti ki az ABS-szer(i hatast még az elékezelés alatt.

66



Eredmeények és éertékelésiik

5.2.5. Egyéb védekezési mechanizmusok

5.2.5.1. Szorbitol akkumulacié és aldoz reduktaz (ALR) aktivitas

Az ozmotikus adaptacioban kiilonbozé cukoralkoholok is részt vehetnek. A paradicsom levélben

¢s a termésben is kimutathat6 a szorbitol (Schauer és mtsai, 2005), nem ismeretes azonban a SA

crer

Az aldo-keto reduktazok enzimcsalddja tobbféle enzimatikus reakciot katalizal. Az egyik

legrégebben ismert az eldszor a Rosaceae csaladban kimutatott reakcio (Loescher, 1987).

Aldoz-6-foszfat reduktaz

v

Gliukoz-6-fosztat+NADPH szorbitol-6-foszfat+NADP"
Szorbitol foszfataz

Szorbitol-6-foszfat > szorbitol+P;

A SA el6kezelés a hajtasban szignifikdnsan megemelte az enzim aktivitasat, ez a gyokerekben a
10* M-os koncentraciénal tortént meg. A hajtisban a kontrollhoz viszonyitott magas
enzimaktivitas a sokezelt mintdkban is megmaradt. Ezzel szemben a gyokerekben a sdkezelés

hatasara inkabb csokkent az enzimaktivitas (18. abra).

3 3
a
5 Haijtas: ald6z reduktaz aktivitas mK — Gyokér: aldéz reduktaz aktivitas
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18.abra: 107 M-os és 10™* M-os SA elokezelés hatasa 8 hetes paradicsom novények a levél és a gyokér aldozreduktaz
aktivitdsara glicerinaldehid szubsztrattal 1 hetes, 100 mM-os NaCl kezelést kovetden (Atlag+SE, n=3). A kiilonboz6
betiivel jelzett atlagok szignifikansan kiilonboznek egymastol P<0,05 valdsziniiségi szinten, amit a Duncan teszt
segitségével hataroztunk meg.
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Az ugyanezen mintakbdl szarmazo szorbitol tartalmak a hajtasban kozelitdleg kovették az ALR
aktivitas valtozasait. A gyokérben a SA eldkezelések nem okoztak szignifikans szorbitol-

tartalom valtozast, és ez csak minimalisan mdodosult a NaCl jelenlétében is (19. abra).

Hajtas: szorbitol tartalom mK Gyokeér: szorbitol tartalom mK
1.2 O s6 stressz 1.2 O s6 stressz
S S
€
5l~ ! b a ° 25 !
&) ab
~ E ~
§~ os ° S 08
89 s
§ E 8 E ns ns
=~ 2 06 Z L 06 ns ns
L L ns ns
5 2 5
5 & 04 c g = o4
N N
%] (%)
0.2 0.2
0 0
K 10" MSA 10*MSA K 10" M SA 10*M SA

19.4bra: 107 M-os és 10 M-os SA el6kezelés hatisa 8 hetes paradicsom novények levelének és a gyokérzetének
szorbitol tartalmara 1 hetes, 100 mM-os NaCl kezelést kovetéen (Atlag+SE, n=3) A kiilonbozé betiivel jelzett
atlagok szignifikdnsan kiilonboznek egymastol P<0,05 valdszinliségi szinten, amit a Duncan teszt segitségével
hataroztunk meg.

A keletkezett szorbitol mennyisége azonban, hasonléan az irodalmi adatokhoz, nem elegendd
arra, hogy ozmotikumként szdmitasba johessen. Nagyobb jelentdsége lehet annak, hogy a
lépés a NADP' reciklizdcidja szempontjabol. A szorbitol tobbek kozott antioxiddnsként is
szerepelhet.

Az aldo-keto reduktazok szupercsalddjdba tartozé enzimeknek azonban mads, a stressz
akklimatizacioban fontos szereppel bir tagja is van. Srivastava és mtsai (1995) mutattak ki, hogy
szarvasmarha aldéz reduktdz enzim elfogadja szubsztratként a 4-hidroxinonenalt, a
lipidperoxidacio citotoxikus termékét. Oberschall és mtsai (2000) bizonyitottdk a dohanyba
beépitett lucerna aldoz/aldehid reduktdz gén ozmotikus ¢és oxidativ stressz valamint ABS altali
indukalhatosagat és megallapitottak, hogy a transzforméans ndvények csokkent lipidperoxidaciot
¢s jelentds szarazsagtiirést mutattak. Masik fontos, az aldéz reduktdzokhoz kapcsolhatd
detoxifikal6 funkcié a metilglioxal acetolld, majd propandiolla torténd redukcidja (Vander Jagt €s
mtsai, 1992). A detoxifikalo funkcidk aktivalédasa a SA eldkezelt paradicsomokban, kiillondsen a
megemelkedett szorbitol tartalmat nem mutaté gydkerekben, szintén hozzdjarulhat a sikeres

akklimatizaciohoz.
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5.2.5.2. A poliaminok, mint a sdstressz akklimatizacio komponensei

A poliaminok spektrumaban megfigyelhetd valtozas igen lényeges a sdstresszel szembeni
ellenallosag kialakulasaban. Tovabba a poliaminok bioszintézisének olyan kulcsenzimeit, mint az
arginin dekarboxildzt vagy spermidin szintdzt kédold géneket az ABS transzkripciondlis szinten
reguldlja  (Jimenez-Bremont ¢és mtsai, 2007). Fontos tényez6i az antioxidans
védémechanizmusoknak, ami részben kozvetlen ROS kiolté hatasuk kdvetkezménye, ugyanakkor
szerepet jatszhatnak az antioxidativ enzimek aktivaldsaban. A Put nagyon hatdsosnak bizonyult
az APX, a GR ¢és a SOD aktivitdsanak fokozasaban Virginia feny0 kallusz szovetekben (Tang €s
Newton, 2005). A poliaminok ugyanakkor gatoltdk a hiperszenzitiv reakci6 ROS-generald
enzimét, a NADPH oxiddzt dohdny mikroszoma frakcioban, ezaltal mérsékelték a Oy~
képzddését. A leghatékonyabb ebbdl a szempontbol a Spm volt (Papadakis és Roubelakis-
Angelakis, 2005).

A poliaminok, mint polikationok, kapcsolodnak a nukleinsavakhoz, foszfolipidekhez,
fehérjékhez és egyéb anionos komponensekhez a sejtben, az ezzel egyiittjaré védd funkciot mar
emlitettiik. Kiilonosen fontos a plazmamembran integritasdnak és szeletiv permeabilitasanak a
megorzése. Put-tal kezelt paradicsom levelek hidegstressz rezisztencidja jelentOsen
megemelkedett aziltal, hogy a poliamin jelenlétében megmaradt a plazmalemma szelektiv
permeabilitasa, mig Put nélkiil a sejtek kieresztették elektrolit tartalmukat (Kim és mtsai, 2002).

Novekedett a Put tartalom 200 mM-os NaCl kezeléskor a S. pennellii sotolerans
paradicsom fajban, mig a S. lycopersicumban a Put tartalom csokkenését irtdk le hasonlo
koriilmények kozott (Santa-Cruz és mtsai, 1999). Megallapithatjuk tehat, hogy a 10 M-os SA
elékezelés a termesztett paradicsom levélben a tolerans vad fajhoz hasonld véltozast idézett eld a
sotolerancia kialakuldsdhoz dontéen hozzajarulé Put akkumulacidban (20. abra).

A 10" M-os SA elékezelés hatasara sostressz alatt a gydkerekben a Spm szintje maradt
kiilondsen magas. A Spm akkumulaci6é olyan halofita fajokra jellemzd adaptiv tulajdonsag, mint

a Mesembryanthemum crystallinum (Shevyakova és mtsai, 2006).
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20. abra: 107 M-os és 10 M-os SA elékezelés hatasa 8 hetes paradicsom novények levelének és a gyokérzetének
putreszcin (A,B), spermidin (C,D) ¢s spermin (E,F) tartalmara 1 hetes, 100 mM-os NaCl kezelést kovetSen
(Atlag£SE, n=4). A kiilonboz6 betiivel jelzett oszlopok szignifikansan kiilonbdznek egymastol P<0,05 valoszintliségi
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szinten, amit a Duncan teszt segitségével hataroztunk meg.

5.2.5.3. Prolin koncentracio valtozasa sostresszt kovetoen

A prolin j6 kompatibilis ozmotikumnak bizonyult szarazsdg- és sostressz alatt sok
novényfajban és szintén hatékony antioxidansként is.
jelentkezhet a levéloregedés alatti karosodas €s fehérje degradacio kovetkezményeként, valamint

hozzajarulhat a sikeres ozmotikus adaptaciohoz. A SA eldkezelések nem fokoztdk a prolin
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A prolin akkumulacié tiinetként
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akkumulaciot egyik novényrészben sem, viszont sokezelés utan a fiatal levelekben megndétt a

prolin tartalom kiilonosen a 107 M SA elékezelt ndvények fiatal hajtasaban. A 10 M SA kezelt

ndvények gyokerében is ndovekedés volt tapasztalhatd (21. abra).
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21. abra: 10”7 M-os és 10 M-os SA el6kezelés hatasa 8 hetes paradicsom novények fiatal hajtasanak (A jelii abra),
also levelének (B jeli abra) és a gyokérzetének (C jeli abra) prolin tartalmara 1 hetes, 100 mM-os NaCl kezelést

71



Eredmeények és éertékelésiik

kovetden (fehér oszlopok) (Atlag+SE, n=3). A kiilonbozé betiivel jelzett oszlopok szignifikinsan kiilonboznek
egymastol P<0,05 valdsziniiségi szinten, amit a Duncan teszt segitségével hataroztunk meg.

Madan és mtsai (1994) megallapitottdk, hogy Brassica juncea ndvényben a sostressz
hatasét a prolin tartalomra és a A'-pirrolin-5 karboxilat (P5C) reduktaz aktivitdsra befolyasolta a
hajtas fejlettségi allapota. A prolin koncentracié €s a PSC reduktaz aktivitds a fiatal hajtasokban
volt a legmagasabb ¢és linearisan csokkent a levelek oregedésével. Sajat eredményeink szerint a
107 M SA kezelt novények fiatal levelében akkumulalodott prolin a szeneszcencia tiineteként
jelentkezik, amit alatimaszt az a tény is, hogy a 107 M SA elékezelést kapott novények
sikerteleniil adaptalodtak a sostresszhez. A 10* M SA kezelt novényeknél a gydkérben
tapasztaltunk prolin akkumulaciét, ami segithette az ozmotikus adaptacié kialakulédsat a SA-
elékezelt ndvényekben sostresszt kovetden.

Okuma és mtsai (2004) beszamoltak arrdl, hogy a sostressz alatt kiilsé prolin kezelés
alkalmazasaval nem tortént meg a NaCl-indukalt sejtndvekedés gatlas. A K'/Na® arany
valtozatlansaga mellett a prolin csokkentette a sostressz karos hatasait valoszintisithetden az
antioxidans védo szerepe miatt BY-2 dohany sejtszuszpenzios sejtekben. Szintén BY-2 sejtekben
mutattak ki, hogy NaCl stressz hianyaban az exogén modon alkalmazott Pro gatolta a novekedést
¢és sejthalalt indukalt, viszont NaCl stresszt kovetden javitotta a sejtnovekedést (Deuschle és
mtsai, 2004). A Pro képes volt gitolni az apoptdzis-szerli sejthaldlt a gomba patogén
Colletotrichum trifolii-ban kiilonb6zd stresszek alatt, ami megndvekedett KAT aktivitassal volt
magyarazhat6 (Chen és Dickman, 2005). Akhter Banu és mtsai (2009) kimutattak, hogy a KAT
és POX gének megndtt expresszidja sostressz alatt prolin jelenlétében hozzajarulhatott a sejthalal
csokkenéséhez a ROS szint csokkentése altal BY-2 sejtekben. Munkéankban egy alacsony (1 mM)
¢és egy magas (100 mM) prolin koncentraciot valasztottuk ki eldzetes kisérleteink alapjan. FDA
festés segitségével megallapitottuk, hogy az 1 mM Pro nem csdkkentette a mezofillum
protoplasztok életképességét, ezzel szemben a 100 mM Pro kezelés mérsékelt életképesség
csOkkenést okozott. Sokezelést kovetden az 1 mM Pro kezelt protoplasztoknak nem csdkkent az
¢letképessége, sOt novekedett a sokezelt kontrollhoz képest, és megallapithatd, hogy az
¢letképesség 100 mM Pro kezelés esetén sem valtozott szignifikdnsan a sokezelt kontrollhoz

viszonyitva a (22. és 23. abra).
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22. abra: A 100 mM NaCl hatésa eltéré prolin koncentraciokkal kezelt paradicsom protoplasztok életképességére
(Atlagt SE, n=10). A kiilonboz6 betiivel jelzett oszlopok szignifikansan kiilonbéznek egymastol P<0,05

valdszinliségi szinten, amit Tukey teszt segitségével hataroztunk meg.

Kontroll, -NaCl Kontroll, +NaCl

1 mM prolin, +NaCl

100 mM prolin, -NaCl 100 mM prolin, +NaCl

23. abra: A 100 mM NaCl hatasa eltér6 prolin koncentraciokkal kezelt paradicsom protoplasztok életképességére. A
paradicsom protoplasztokat FDA-val festettiik meg. Mérce=10 pm. A fluoreszcens mikroszkopos felvételeket 10-es

filter felhasznalasaval készitettiik (10-es filter exc.: 450-490 nm, em.: 515-565 nm ).
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Mivel a prolinnak ismert az antioxiddns szerepe is, paradicsom protoplasztokkal végeztiink
kisérleteket annak megvalaszolasara, hogy az eltérd prolin koncentracidok hogyan hatnak a NO és
hidrogén-peroxid szintekre. Ezért NO és H,0, festést alkalmaztunk, amit difenilén jodoniumos
gatlas mellett is elvégeztiink. A difenilén jodonium (DPI) hozzdadédsaval gatolni tudtuk a
szuperoxid gyokanion eldallitasaért legnagyobb mértékben felelés enzimeket, a NADPH ¢és
mitokondrialis NADH oxidazt, a xantinoxidazt vagy a poliamin oxidazt. A prolin kezelések
mindkét koncentracioban megemelték a hidrogén-peroxid szinteket a kontrollhoz képest,
nagyobb mértékii volt a H,O, koncentracio ndvekedés a 100 mM Pro kezelés esetében.
Sokezelést kdvetden nem volt szignifikans eltérés a sokezelt kontrollhoz képest egyik Pro
koncentracional sem (24. abra). A Pro altal indukalt H,O, csak részlegesen volt gatolhatdo DPI-
vel, ami azt mutatja, hogy a ROS forrasai DPI-vel nem gatolhaté enzimek is lehetnek ebben az
esetben. A NO szint nem valtozott szignifikdnsan az 1 mM Pro kezelés esetében, viszont a 100
mM NaCl hatéséra és a 100 mM Pro kezelésre szignifikans ndvekedést tapasztaltunk. Sohatésra a
NO szint az 1 mM Pro kezelésnél nem valtozott a s6 nélkiili allapothoz viszonyitva, viszont a 100
mM Pro esetében a NO szint a 100 mM NaCl-dal kezelthez volt hasonlé (25. é4bra). Az
¢letképesség csokkenése tehat azoknal a kezeléseknél figyelhetd meg, ahol a H,O, mellett a NO
is magas marad, vagyis a 100 mM NaCl, a 100 mM Pro és a 100 mM Pro+NacCl esetén. Ez utobbi

mintdnal azonban a Pro kezelés nem fokozza a sOhatést.

74



Eredmeények és éertékelésiik

: kontroll H,O,

: K+NaCl

: 1 mM prolin

: 100 mM prolin

: 1 mM prolin+NaCl

: 100 mM prolin+NaCl

: kontroll+DJ

: K+tNaCl+DJ

: 1 mM prolin+DJ

: 100 mM prolin+DJ

: 1 mM prolin+NaCl+DJ
: 100 mM prolin+NaCIl+DJ

20000 A
ab a a
ab A: kontroll
2 15000 1 be -1[ } B: K+NaCl
= C: 1 mM prolin
N bed D: 100 mM prolin
[T} E: 1 mM prolin+NaCl
E bed bed cd pro a
.E 10000 F: 100 mM prolin+NaCl
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0O +difenilén-jodonium
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24. abra: 100 mM-os NaCl, 1 és 100 mM-os prolin, valamint a két prolin koncentracié és a séstressz egyiittes hatasa
paradicsom mezofillum protoplasztok hidrogén peroxid tartalmara. Az iires oszlopok a difenilén jodonium gatlo
hatasat mutatjak. A paradicsom protoplasztokat 10 uM DC-FDA-val festettiik meg. Mérce=10 um. A fluoreszcens
mikroszkopos felvételeket 10-es filter felhasznalasaval készitettiik (10-es filter exc.: 450-490 nm, em.: 515-565 nm ).
(Atlagt SE, n=10) A kiilonboz6 betiivel jelzett oszlopok szignifikansan kiilonboznek egymastol P<0,05
valdszinliségi szinten, amit a Tukey teszt segitségével hataroztunk meg.

75



Eredmeények és éertékelésiik

A1: kontroll NO

B1: K+NaCl

C1: 1 mM prolin

& | D1: 100 mM prolin

E1: 1 mM prolin+NaCl

F1: 100 mM prolin+NaCl
A2: kontroll+DJ

B2: K+NaCl+DJ

C2: 1 mM prolin+DJ

D2: 100 mM prolin+DJ
E2: 1 mM prolin+NaCl+DJ
F2: 100 mM prolin+NaCIl+DJ
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25. abra: 100 mM-os NaCl, 1 és 100 mM-os prolin, valamint a két prolin koncentracio és a sdstressz egyiittes hatasa
paradicsom mezofillum protoplasztok NO tartalmara. Az iires oszlopok a difenilén jodonium gatld hatasat mutatjak.
A paradicsom protoplasztokat 10 pM DAF-2DA-val festettiik meg. Mérce=10 pm. A fluoreszcens mikroszkopos
felvételeket 10-es filter felhasznaldsaval készitettiik (10-es filter exc.: 450-490 nm, em.: 515-565 nm). (Atlag+ SE,
n=10) A kiilonboz6 betlivel jelzett oszlopok szignifikansan kiilonboznek egymastdl P<0,05 valdszinliségi szinten,
amit a Tukey teszt segitségével hataroztunk meg.
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5.2.6. Detoxifikacios mechanizmusok: reaktiv oxigéngyokok eltavolitasa

5.2.6.1. Enzimatikus antioxidans védekezési rendszer

A szalicilsavrdl kozismert, hogy oxidativ stressz generalasaval programozott sejthalalt indukal a
hiperszenzitiv reakci6 soran (Raskin, 1992). Az abiotikus stresszorokkal szembeni véddhatésat is
az antioxidans enzimrendszer aktivalasaval magyarazzak. Vizsgaltuk a legfontosabb, a reaktiv
oxigénformak eltavolitasat katalizal6 enzimek aktivitdsat a SA-val elokezelt ndvényekben az egy
hetes sokezelés idGtartama alatt napi lebontasban és 3 ndvényi szervben, fiatal hajtasban, also

levélben és gyokérben.

5.2.6.1.1. Katalaz (KAT) enzim aktivitasa

A katalaz az egyik legfontosabb enzim, mely a sejtekben keletkez6 hidrogén-peroxidot lebontja.
A lecsokkent katalazaktivitds hatdsara hidrogén-peroxid szint ndvekedés 1ép fel, aminek
eredményeképpen mas antioxidans enzimek aktivalodhatnak. Az &brdk Osszetettségére valod
tekintettel az elOkezeléseket €s a hozzajuk tartozd sostressszelt mintdkat kiilon diagrammon
abrazoltuk, a szignifikds eltéréseket azonban mindig az aznapi abszolit kontrollhoz
viszonyitottuk.

A SA-val elokezelt fiatal levelekben csokkent katalaz aktivitdsokat mértiink a 100 mM-os
NaCl-dal torténd kezelés kezdetekor az abszolut kontrollhoz viszonyitva és végig a kisérlet 3.
napjatol. (26. éabra). A 10* M-os SA kezelés az also levelek KAT aktivitasat azonban
szignifikansan emelte. Atmenetileg, mindkét SA kezelésnél volt a gyokérzetben a kontrollt
meghaladd enzimaktivitas. Sokezelés utan a fiatal kontroll levelekben az enzim aktivitisa a 2.
naptol kezdve a kisérlet végéig a kontroll alatt maradt. A sostressz az SA eldkezelt levelekben is
csokkentette a KAT aktivitast, ami a kisérlet végén az abszolit kontroll alatt maradt, nem
kiilonbozott viszont a sajat, SA-el6kezelt kontrolljaitol. Az also levelekben az enzimaktivitasok
joval kisebbek. Legjelentésebb kiilonbség, hogy a 100 mM-os NaCl kezelés a kontrollban
mérsékelten, az SA elékezeléseknél, kiilonosen 10 M-nal tartosan és nagyobb mértékben emelte
meg a KAT aktivitast, ami ennél a koncentracional hatékony H,O, bontasra utal.

A gyokerekben az elokezelés végén mért enzimaktivitdsok nem kiilonboztek a kontrolltol.

Ugyancsak nem csokkent jelentdsen és jol leirhato tendencia szerint a KAT aktivitas az elokezelt
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gyokerekben, ¢és NaCl kezelés hatasdra sem. Az 1d6 fiiggvényében felvett gorbén egy-egy

mintavételnél, de nem tendenciaszerlien adodtak kiilonbségek.

Fiatal levél KAT enzimaktivitasa:
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Gyokér KAT enzimaktivitasa:
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26. bra: 10”7 M-os és 10™* M-os szalicilsav (SA) elékezelés hatésa a 8 hetes paradicsom névények fiatal hajtasanak,
als6 levelének és gyokerének kataldz aktivitasanak valtozasara az id6 fliggvényében egy hetes, 100 mM NaCl
kezelést kovetden. (Atlag+SD, n=3, a *-gal jelolt kezelt minta az aznapi kontrolltél P<0,05 (*), 0,01 (**) vagy
0,001(***) valdsziniiségi szinteken szignifikansan kiilonbozik). Az enzimaktivitas mértékegységének az U g™ friss

tomeg értéket alkalmaztuk.

—&—kontroll
-0~ +NaCl

2 4
napok
10*M SA

—- kontroll
-0+ +NaCl

78




Eredmeények és éertékelésiik

A megemelkedett SA szinttel rendelkez6 mutansokban magasabb katalaz aktivitasokat mutattak
ki, (Mateo és mtsai, 2006), ami feltételezi azt a koncepciot, hogy a SA emelt hidrogén-peroxid
szinteket alakit ki, amire a sejt hosszabb tdvon megndvekvd kataldz aktivitassal reagal. Ez a
jelenség tételezhetd fel a 107 és 10 M SA kezelt ndvények also leveleiben a sostresszt kovetSen,
itt tortént egy kismérték katalaz aktivitds emelkedés. A gyokérben nem csokkent jelentdsen, az
extrahalhato kataldz aktivités, st a kisérlet végén a kontroll értékénél szignifikdnsan magasabb

volt, azaz a gyokér mindvégig képes volt a keletkezett hidrogén-peroxid KAT altali atalakitasara.

5.2.6.1.2. Peroxidaz (POD) enzim aktivitas

A POD ¢és a GR miikddését szintén serkenti a SA in vivo (Dat és mtsai, 1998; Janda ¢és mtsali,
1999). A vizsgalt enzimaktivitasok altaldban jelentds fluktuaciot mutatnak az egyes mintavételi
pontokon, habar a mintavételeket azonos iddpontban végeztiikk. A gorbék a tobbszori ismétlés
ellenére sem egyenes lefutastiak, igy az extrahdlhatdé enzimaktivitas értékek valoszinilileg
kapcsolatban vannak az endogén cirkadidn ritmusok stressz hatasara torténd valtozasaival.

A POD aktivitasok a fiatal levelekben nem valtoztak jelentdsen az eldkezelések hatasara,
itt a 7. mintavételi napon kaptunk kissé megemelkedett aktivitast. A sdstressz csak a kisérlet
végén okozott szignifikins aktivitis Svekedést, ami a 107 M-os SA el6kezelésnél volt a
legjelentdsebb és az akklimatizaciot javitdo 10™* M-nal kisebb mértékii. Az also levelekben joval
nagyobb a POD aktivitds novekedése a 10" M-os elékezelésnél, mint a cstcsi levélben.
Jelentésen megndvekedett POD aktivitasok mérhetdk a kontroll levelekben 100 mM NaCl
hatdsara, mig ez a novekedés a kisebb SA koncentraciéondl minimalis, a nagyobbnal pedig egy
erds aktivitas emelkedést kovetden csokkend tendencidt mutat.

A gyokérben mért enzimaktivitasok a kontrollhoz képest jelentdsen ndvekednek, és
emelkedd tendencidt mutatnak az eldkezelések hatdsara. A sokezelés ezt a tendenciat nem
valtoztatja meg jelentdsen azzal a kivétellel, hogy a kontroll gyokérben megmarad az emelkedd
POD aktivitas, mig az el6kezeltekben a kisérlet végére sostressz alatt lecsokken. Megallapithato,
hogy az atmenetileg megemelkedd peroxidaz aktivitds is hozzéjarulhat a séstressz alatt a ROS
inaktivalasdhoz, a kisérlet végére csokkend tendencia akklimatizacié kialakuldsat tiikrozheti a

10 M-os el8kezelésnél (27. 4bra).
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Fiatal levél POD enzimaktivitasa:
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27. &bra: 107 M-os és 10™* M-os szalicilsav (SA) elékezelés hatésa a 8 hetes paradicsom névények fiatal hajtasanak,
also levelének és gyokerének guajakol peroxidaz enzim aktivitdsanak valtozasara az id6 fiiggvényében egy hetes,
100 mM NaCl kezelést kovetden. (Atlagﬂ:SD, n=3, a *-gal jelolt kezelt minta az aznapi kontrolltél P<0,05 (*), 0,01
(**) vagy 0,001(***) valdszintiségi szinteken szignifikansan kiilonbozik). Az enzimaktivitas mértékegységének az
U g friss tomeg értéket alkalmaztuk.
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5.2.6.1.3. Szuperoxid dizmutaz (SOD) enzim aktivitas

A szalicilsav serkenti a Cu- és Zn-SOD enzim aktivitasat Arabidopsisban, mely hozzajarulhat a
H,0; szint emelkedéséhez (Rao és mtsai, 1997).

A 100 mM-os NaCl kezelés a fiatal levelekben a kontrollhoz képest tobb mint
kétszeresére emelte a SOD aktivitist. A 107 M SA kezelt novények fiatal leveleiben jelentdsen
megemelkedett az extrahalhato SOD enzimaktivitds és ez még fokozotabb volt a sokezelés
hatasara, bar a 7. napra a so nélkili érték ala csokkent. A 10 M SA kezelés kismértékii
novekedést eredményezett a fiatal levelekben, ami a soOkezelés hatasara szignifikdnsan
megemelkedett, de ez a kisérlet végére lecsengett, és altalaban alacsonyabb maradt, mint a
sokezelt kontroll (28. dbra). A kezelt ndvények also leveleiben enyhe novekedés tapasztalhatdo SA
hataséra, ez jelent6sebb 10 M-nal. A sostressz az aktivitasokat minimalisan valtoztatta meg az
el6kezelésekhez képest, ez a 10™ M-os SA-nal gatlas volt.

A SOD aktivitas a 107 M SA novények gyokerében emelkedett jelentésen a kontrollhoz
képest, és a 7. napon kiugréan magas enzimaktivitdsokat mértiink. A sostressz mérsékelten emeli
a SOD aktivitist a kontrollban, a 107 M SA elékezelt gydkerekben viszont a kezdeti
aktivitasnovekedés lecsengett a 4. nap utan. A 10* M SA elékezelt gydkerekben nem volt
jelentés a SOD aktivitds ndvekedés a sokezelés hatasara sem. Osszegezve elmondhato, hogy
mind a fiatal hajtasban és a gyokérben a 107 M SA a SOD enzimaktivitds novekedésével
jelentésen megnoveli a reaktiv oxigénformak mennyiségét, mig a 10* M SA koncentracié nem

okoz jelentds valtozast a kontroll novények értékeihez képest.
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Fiatal levél SOD enzimaktivitasa:
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28. dbra: 10”7 M-os és 10™ M-os szalicilsav (SA) elékezelés hatésa a 8 hetes paradicsom novények fiatal hajtasanak,
also levelének és gyokerének szuperoxid dizmutaz enzim aktivitasanak valtozasara az ido fiiggvényében egy hetes,
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100 mM NaCl kezelést kovetden. (Atlag+SD, n=3, a *-gal jelolt kezelt minta az aznapi kontrollté] P<0,05 (*), 0,01

(**) vagy 0,001(***) valoszintiségi szinteken szignifikansan kiilonbozik). Az enzimaktivitds mértékegységének az
U g friss tomeg értéket alkalmaztuk.
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5.2.6.1.4. Aszkorbat peroxiddz (APX) enzim aktivitasa

Az APX az aszkorbat-glutation ciklus egyik elemeként fontos szerepet jatszik a cellularis H,O,

Mittova és mtsai (2000) 6sszehasonlitottak a termesztett paradicsom (S. lycopersicum) és
a vadon novo, sotlird paradicsom (S. pennellii) gydkerének sostresszre adott oxidativ valaszait és
azt kaptak, hogy a sostressz altal indukalt oxidativ stressz elleni védelem a SOD, APX és POD
enzimek megemelkedett aktivitasaival magyarazhato.

A 107 M SA elékezelés egyik ndvényi szervben sem okozott APX enzimaktivitas
emelkedést, s6t a gyokérben sostresszt kovetden jelentds csokkenés kovetkezett be. Ez arra utal,
hogy a 107 M SA el6kezelés a valtozatlan APX és magas SOD aktivitis miatt nem volt hatékony
a cellularis hidrogén peroxid eliminalasaban (29. abra).

A 10 M SA el6kezelés mar a sostressz el6tt a kontrollhoz viszonyitva jobban megemelte
az APX aktivitast, sokezelést kovetden pedig még szembetiindbb volt az enzimaktivitas
emelkedés. Az eldkezelt ndvények also levelében az alap APX aktivitds megndvekedett ugyan,
de ez a sokezelés utan szignifikdnsan lecsokkent. A gyokérben szintén nagy volt az elokezelés
hatasara bekovetkezd APX aktivitasemelkedés, €s a sostresszt kovetden a sokezelés 7. napjara az
elokezelt gyokér aktivitasa folé emelkedett (29. abra).

Megallapithato, hogy a 10 M SA elékezelés soran a kiilondsen a gyokerekben jelentésen

s

legfontosabb tényezdje a fenti SA koncentracio sostressz akklimatizacidt fokozo hatdsanak.
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Fiatal hajtas APX enzimaktivitasok:
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Also levél APX enzimaktivitasok:
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Gyokér APX enzimaktivitasok:
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29. dbra: 107 M-os és 10™* M-os szalicilsav (SA) el6kezelés hatisa a 8 hetes paradicsom ndvények fiatal hajtasanak,
also levelének és gyokerének aszkorbat peroxidaz enzim aktivitasanak valtozasara az id6 fliiggvényében egy hetes,
100 mM NaCl kezelést kovetden. (Atlag+SD, n=3, a *-gal jeldlt kezelt minta az aznapi kontrolltél P<0,05 (¥), 0,01
(**) vagy 0,001(***) valoszinliségi szinteken szignifikansan kiilonbozik). Az enzimaktivitdas mértékegységének az

U g friss tomeg értéket alkalmaztuk.
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5.2.6.1.5. Glutation reduktaz (GR) enzim aktivitasa

A SA elékezelések hatasara a dehidroaszkorbinsav glutationnal torténd redukciojat végzé DHAR
aktivitasat kiegészitd, a DHAR reakcioban keletkezd GSSG-t redukdld glutation reduktaz
aktivitasa a fiatal levélben a SA elokezelt novényekben jelentésen megemelkedett a kontrollhoz
képest, ez atmenetileg a legnagyobb értéket a 10" M-os kezelésnél érte el. A sOstressz az alap GR
aktivitast jelentésen megemelte a kontrollban, ez az emelkedés a 10 M SA elékezelt hajtasban
sostressz hatdsara még nagyobb volt. Ez a GSSG hatékonyabb redukciodjara utal sostressz alatt a
nagyobb SA koncentracidval elokezelt novények fiatal leveleiben. Az alsé levelekben minimalis
GR aktivitasok voltak mérhetdek. A 107 M SA el6kezelés nem emelte meg a kontrollhoz képest
a GR aktivitasokat, viszont a sostressz alatt kis aktivitdsnovekedés volt tapasztalhato.

A gyokérben az eldkezelések szintén emelték a GR aktivitast. Ezt a sokezelés minden
esetben fokozta, kiilondsen magas aktivitasok alakultak ki a 10* M SA elSkezelt ndvények
gyokerében, azaz a glutation redukalasa hatékony volt mind az eldkezelés, mind az azt kovetd
sokezelés ideje alatt. A 10 M SA elékezelt novények gyokerében detektalt GR enzimaktivitis
novekedés jol korrelalt a GSH tartalom valtozasaval sostresszt kovetden. (30. abra).

Osszefoglalasként megallapithatd, hogy azokndl a kezeléseknél, ahol a sostressz karosito
hatasai jelentkeznek, a fiatal levelekben és a gyokerekben magas SOD aktivitas (K, 107 M SA),
atmenetileg (107 M SA, fiatal levél, gyokér,) vagy tartosan csokkent KAT aktivitas (K, fiatal
levél) figyelheté meg sostressz alatt. Ezekben a mintakban (K, 107 M SA fiatal levél, gyokér)
sostressz alatt tartdsan magas marad a POD aktivitds, ami azonban hozzajarulhat a H,O,
elbontasdhoz. A 10 M-os, az akklimatizaciot elésegitd kezelésnél a magas POD aktivitasok a
kisérlet végére lecsokkennek, ami az akklimatizaci6 sikerére utal. A H,O, 4talakitasashoz a
10* M-os SA-val elSkezelt fiatal levelekben a sostressz hatasara, a gydkerekben pedig az
elékezelés kovetkeztében megemelkedett APX aktivitds is dontdéen hozzajarul. Az antioxidans
enzimek milkodéséhez és egyes nem enzimatikus antioxidansok redukalt allapotanak
fenntartasahoz sziikséges GR rendkiviil magas alapaktivitdsa és a sostressz altali indukaltsaga

tovabb segiti a 10* M SA-val el6kezelt ndvényekben a sostressz akklimatizaciot.
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Fiatal levél GR enzimaktivitasok:

Kontroll

107 M SA
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10* M SA
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S
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@
3
3

N
1]
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Enzimaktivitas (U/g friss tomeg)

2
3

800

700

—&— kontroll
- +NaCl

800
—&— kontroll

700 -0-+NaCl

0 2 4 0 2 4 6 8
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Also levél GR enzimaktivitasok:
-7 -4
Kontroll 10" M SA 10" M SA
800 800 800
—&—kontroll —&— kontroll
? 700 -0~ +NaCl 700 -0~ +NaCl 70 ; E?\Ar:g"
2 600 600 600
8
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E‘l
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8
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x
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N IF = N wx *x Fokk
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. [T = o 2 - o == - T ===
0 2 4 6 2 4 6 0 2 4 6 8
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Gyokér GR enzimaktivitasok:
-7 -4
Kontroll 10" M SA 10" M SA
800 800 800
—o— kontroll —+kontroll
700 _+ +NaCl 700 - +NaCl 700 H

a 9
s 3
s 3

@
3
3
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8 8
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3

o
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o
N
IS
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0 T T T
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30. abra: 107 M-os és 10™* M-os szalicilsav (SA) el6kezelés hatsa a 8 hetes paradicsom ndvények fiatal hajtasanak,
also levelének és gyokerének glutation reduktaz enzim aktivitasanak valtozasara az id6 fiiggvényében egy hetes, 100
mM NaCl kezelést kovetéen. (Atlag£SD, n=3, a *-gal jeldlt kezelt minta az aznapi kontrolltol P<0,05 (*), 0,01 (**)
vagy 0,001(***) valosziniiségi szinteken szignifikansan kiilonbozik). Az enzimaktivitas mértékegységének az U g

friss tomeg értéket alkalmaztuk.
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5.2.6.2. Nem enzimatikus antioxidans védekezési rendszerek

Az enzimatikus komponensek mellett fontos szerepet tdlthetnek be a nem enzimatikus
antioxidans vegyiiletek is, mint az aszkorbat és a glutation. Ezeknek az antioxidansoknak a redox
allapota, azaz milyen ardnyban vannak redukalt allapotban a teljes poolban, befolyasolja a
sostressz altal kivaltott oxidativ stressz elleni védekezést. Ezért vizsgaltuk az 1d6 fliggvényében
az aszkorbat és dehidroaszkorbat, valamint a redukalt és oxidalt glutation koncentraciok

valtozasat a kiilonb6zdé SA koncentraciokkal el6kezelt ndvények eltérd szoveteiben.

5.2.6.2.1.Redukalt aszkorbat és dehidroaszkorbat tartalom valtozasa sostressz hatasara

Az aszkorbat az egyik legfontosabb nem enzimatikus antioxidans vegyiilet. A redukalt és oxidalt
formdjanak egymdashoz viszonyitott aranyat nagymértékben befolydsoljak a karos abiotikus
stresszhatdsok. Az aszkorbat pool csokkenése bekdvetkezhet az oxidativ stressz altal, a
sostresszre kialakuld alacsony aszkorbat tartalom jele lehet az APX erételjes részvételének a
ROS kioltasban, mivel azt szubsztratként képes felhasznalni.

Megallapithatd, hogy a levelek aszkorbinsav tartalma a SA kezelések hatasara
megemelkedett, ez elsésorban a 107 M-nél jelentés. A gySkerekben mindkét SA elékezelés kozel
azonos mértékben emelte meg az aszkorbinsav poolt. A gyokérben altaldban nagyobb volt a
DHA aranya az AA-hoz képest, mint a hajtasban, kiilondsen a 107 M-os el6kezelésnél (31., 32.,
33. abra).

A kontroll névényekben és a 10" M-os el6kezelt mintikban a sostressz nem okoz
lényeges valtozast az AA poolban, a 107 M-os elékezelésnél azonban mérsékelt csokkenés
figyelheté meg a SA-kezelt kontrollokhoz képest. (32. dbra). A 107 M SA elékezelésnél azzal
magyarazhaté az alacsony aszkorbat tartalom sostressz alatt, hogy ennél a kezelésnél a nem
enzimatikus antioxiddns védekezési rendszert jelentds mértékben haszndlja a ndvény az
antioxidans enzimek 5.2.6.1.4. pontban részletezett aktivitasvaltozasa miatt megemelkedett H,O,

inaktivalasara.
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Kontroll fiatal levél, -NaCl Kontroll fiatal levél, +NaCl
° 4500 o 4500
g’ 4000 - g 4000 -
2 3500 A £ 3500 A
£ £
= % 3000 4 ‘é’a 3000 4
5 2 2500 O DHA s g 2500 A ODHA
g 'l«i 2000 A BAA 5 ; 2000 A BAA
< £ 1500 < £ 1500 1
& 1000 A S 1000 A
8 500 3 500 1
<
< 0 - g 0 -
0 1 2 3 4 5 6 7 0 1 2 3 4 5 6 7
napok napok
AA/DHA 0,38 0,48 0,94 0,7 0,98 3,54 1,28 0,92 AA/DHA 0,38 0,62 2,37 1,02 0,83 2,79 0,82 1,52
Kontroll als6 levél, -NaCl Kontroll als 6 levél, +NaCl
o 2500 o 2500
i=d o
e g
= 2000 - = 2000 -
E_ E_
o £ [=
§ g 1500 O DHA 5 g 1500 Som
gs g
§ @ 1000 BAA S @ 1000 BAA
< £ < E
I I
a 500 a 500
0 0
& R
E 0 - } 0+
0 1 2 3 4 5 6 7 0 1 2 3 4 5 6 7
napok napok
AA/DHA 0,54 0,43 1,08 0,65 1,11 2,52 1,07 0,71 AA/DHA 0,54 0,83 2,75 1,05 1,01 2,23 1,09 1,25
Kontroll gyokér, -NaCl Kontroll gyokér, +NaCl
= 1000 = 1000
] °
g e
= 800 - = 800
E_ E _
o o
52 6w O DHA g 004 oo
£ £
S2 400 BAA 59 400 BAA
<= L=
I T
a 200 o 200 4
0 0
@ @
g 0- g 0
0 1 2 3 4 5 6 7 0 1 2 3 4 5 6 7
napok napok
AA/DHA 04 0,16 0,61 0,21 0,71 0,77 0,88 0,46 AA/DHA 0,4 0,49 5,51 0,33 2,61 1,74 0,58 0,82

31. abra: A 8 hetes, kontroll paradicsom novények fiatal hajtasanak, alsé levelének és gyokerének redukalt aszkorbat
(AA, fekete oszlop) és dehidroaszkorbat (DHA, fehér oszlop) tartalmanak valtozéasa az id6 fiiggvényében egy hetes,
100 mM NaCl kezelést kovetden. (Atlagﬂ:SD, n=3, a *-gal jelolt kezelt minta az aznapi kontrolltél P<0,05 (*), 0,01
(**) vagy 0,001(***) valoszintiségi szinteken szignifikansan kiillonbozik,az éabrdhoz tartozd statisztikdt a
mellékletben talalhato 7. és 8. tablazat tartalmazza). Az abrak alatt lathaté szamok az AA/DHA aranyt mutatjak az

egyes idopontokban.
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10-7 M SA kezelt fiatal levél, -NaCl 10-7 M SA kezelt fiatal levél, +NaCl
o 4500 o 4500
5’ 4000 - E’ 4000
= =
£ 3500 £ 3500
< o 3000 1 < o 3000 1
€ 0 € 0
o E 2500 1 O DHA o E 2500 1 ODHA
© 2 © 2
E 2 2000 - | AA E 2 2000 - | AA
< £ 1500 < £ 1500
I 1000 { I 1000 |
3 500 38 500
g 0 b 0
0 1 2 3 4 5 6 7 0 1 2 3 4 5 6 7
napok napok
AA/DHA 0,24 1,14 0,8 2,11 1,03 2,51 1,94 0,98 AA/DHA 0,24 0,69 3,14 2,45 1,38 3,56 0,97 0,78
10-7 M SA kezelt als6 levél, -NaCl 10-7 M SA kezelt alsé6 levél, +NaCl
o 2500 o 2500
=) =)
e e
=< 2000 - = 2000 -
E_ E_
o o
§ g 1500 O DHA 5 g 150 Som
zs zs
S @ 1000 - BAA S @ 1000 - BAA
< E LE
I I
a 500 a 500
0 0
3 @
<<( 0 - 5( 04
0 1 2 3 4 5 6 7 0 1 2 3 4 5 6 7
napok napok
AA/DHA 0,32 2,97 0,7 0,76 1,65 3,66 1,59 1,54 AA/DHA 0,32 0,68 2,85 1,46 1,92 1,51 1,03 1,40
10-7 M SA kezelt gyokér, -NaCl 10-7 M SA kezelt gyokér, +NaCl
- 1000 > 1000
) =
g e
x 800 1 = 800
E_ E_
£ 600 €9 600 -
o E ODHA o E O DHA
gs zs
S 8 400 BAA §w 400 BAA
< E LE
I I
a 200 A a 200 A
0 0
@ R
g 0 - g 0+
0 1 2 3 4 5 6 7 0 1 2 3 4 5 6 7
napok napok
AA/DHA 0,19 4,60 0,66 0,66 0,51 0,14 1,31 0,36 AA/DHA 0,19 0,25 4,06 0,41 0,46 1,58 0,5 0,83

32. abra: 107 M-os szalicilsav (SA) el6kezelés hatasa a 8 hetes paradicsom névények fiatal hajtisanak, also
levelének ¢és gyokerének redukalt aszkorbat (AA, fekete oszlop) és dehidroaszkorbat (DHA, fehér oszlop)
tartalméanak valtozasara az id6 fliggvényében egy hetes, 100 mM NaCl kezelést kovetéen. (Atlag+SD, n=3, a *-gal
jelolt kezelt minta az aznapi kontrolltol P<0,05 (*), 0,01 (**) vagy 0,001(***) valdsziniiségi szinteken
szignifikansan kiilonbozik, az abrahoz tartozo statisztikat a mellékletben talalhato 7. és 8. tablazat tartalmazza). Az
abrak alatt lathaté szamok az AA/DHA aranyt mutatjak az egyes idépontokban.

89



10-4 M SA kezelt fiatal levél, -NaCl

0 1 2 3 4 5 6 7

napok

AA/DHA 0,28 0,41 0,55 0,19 0,85 2,89 1,65 0,84

10-4 M SA kezelt als6 levél, -NaCl

0 1 2 3 4 5 6 7

napok

AA/DHA 0,40 0,14 0,55 1,72 1,20 19,37 1,43 0,95

10-4 M SA kezelt gyokér, -NaCl

o 4500 o 4500
g 4000 - g 4000 4
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1= [}
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0
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10-4 M SA kezelt fiatal levél, +NaCl

0 1 2 3 4 5 6 7

napok

AA/DHA 0,28 1,20 1,83 1,30 0,77 2,32 0,53 0,66

10-4 M SA als6 levél, +NaCl

0 1 2 3 4 5 6 7

napok

AA/DHA 0,40 1,03 2,44 1,04 0,70 2,18 0,64 0,78

10-4 M SA kezelt gyokér, +NaCl

o 1000 o 1000
g g
£ 800 £ 800
E _ E_

o o
5o o004 O DHA §¢g 600y O DHA

g LR
£2 BAA £ mAA
S 8 400 S @ 400 A
£E L&
= 200 a 200 -
0 0
& R]

<
b4 04 b 0.
o 1 2 3 4 5 6 7 o 1 2 3 4 5 6 7
napok napok

AA/DHA 0,25 0,89 0,62 0,35 0,75 1,13 1,16 0,97

AA/DHA 0,25 0,54 5,06 0,30 1,00 1,36 0,42 1,26

33. 4bra: 10™ M-os szalicilsav (SA) el6kezelés hatasa a 8 hetes paradicsom ndvények fiatal hajtasanak, also
levelének és gyokerének redukalt aszkorbat (AA, fekete oszlop) és dehidroaszkorbat (DHA, fehér oszlop)
tartalméanak valtozasara az id6 fiiggvényében egy hetes, 100 mM NaCl kezelést kovetden. (Atlag+SD, n=3, a *-gal
jelolt kezelt minta az aznapi kontrolltél P<0,05 (*), 0,01 (**) vagy 0,001(***) valoszinliségi szinteken
szignifikdnsan kiilonbdzik,az dbrdhoz tartozo statisztikat a mellékletben talalhatd 7. és 8. tablazat tartalmazza). Az
abrak alatt 1athaté szamok az AA/DHA aranyt mutatjak az egyes idépontokban.

90



Eredmeények és éertékelésiik
5.2. 6.2.2. A glutation tartalom valtozasa az elokezelések és az ezt koveto sostressz hatasara

A glutation az antioxidans védekezési rendszer egyik f6 komponense €s a sejt redox statuszanak
f6 meghatarozdja (Mullineaux és Rausch, 2005). SA-deficiens, NahG rizs ndovényekben alacsony
volt a GSH tartalom, ami magyarazat lehet arra a tényre, hogy ezek a ndvények nagyobb
érzékenységet mutatnak oxidativ karosodasra. Ez magédban foglalja annak a lehetdségét, hogy a
SA szabdlyozza a GSH bioszintézisét rizsben (Kusumi és mtsai, 2006). Mas irodalmi adatok
alapjan a szalicilsav €s a redukalt glutation képes egymas szintjének ndvelésére (Mateo €és mtsai,
2006). Néhany Brassicaceae faj Ni toleranciajanak analizise pozitiv korrelaciot deritett fel a SA
¢s a GSH szintek valtozdsa kozott (Freeman és mtsai, 2005). A GSH/GSSG ardnyban
bekovetkezd csokkenés masodlagos kovetkezménye lehet a séindukalt oxidativ stressznek.

A SA elokezelések jelentésen megemelték a teljes glutation tartalmat a mi kisérleti
rendszeriinkben is a levelekben, kiilondsen a fiatalabbakban. Ez a hatas a gyokérben mérsékelt
volt. A 100 mM-os NaCl-nak nem volt szignifikdns hatdsa a glutation poolra a kontroll névények
kiilonb6z6 szerveiben, a fiatal levelekben pedig a sdkezelés utolsd peridodusaban (6., 7. nap)
csokkenés figyelhetd meg a kontrollhoz képest. A GSH pool a SA eldkezelések hatdsara
jelentésen megemelkedett a levelekben, kiilondsen a 10”7 M-os mintikban a sOstressz hatasara. A
gyokérben azonban csak a 10* M-os SA-val elékezelt mintdkban volt jelentés emelkedés a
glutation poolban (34., 35., 36. abra).

A redukalt és oxidalt glutation aranya jelentds napi ingadozast mutatott. Megéllapithatjuk
azonban, hogy a 10”7 M-os el6kezelésnél a levelekben a kisérlet végére a redukalt forma aranya
nagyobb volt, mint a kontrollban vagy a 10 M-os SA kezelésnél. A sokezelés utan a fiatal
levelekben a 107 M-os SA-val elékezelt mintakban volt a redukalt glutation ardnya a
legmagasabb, mig a gyokérben a 10 M-os el6kezelt mintak esetén tartosan redukéltabb a
glutation pool, mint a sdkezelt kontrollban és a kisebb SA koncentracional. A glutation pool
redukaltsdga jo 0sszhangban van ezeknél a ndvényeknél megfigyelt sdtolerancidval.

Osszefoglalva a nem enzimatikus antioxidansokkal kapcsolatos eredményeinket, a SA
eldkezelések tehat onmagukban, de a soéstressz alatt is jelentésen megemelték az AA és a GSH
poolt a levelekben, a sostressznek kitett gyokerekben azonban csak a 10* M-os SA-val elékezelt
mutatja, hogy jelentds eltérések vannak a fiatal és az oreg levelek, valamint a gyokér és a hajtas

antioxidativ valaszreakcioi kozott. Mivel a séhatdsnak eldszor a gyokér szovetei vannak kitéve,
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ez a valtozds dontd jelentdségli a sikeres soOakklimatizacid szempontjabol (36. abra).
Megfigyeléseink alapjan elmondhatd, hogy a 10™* M-os SA elékezelt novények a gydkeriikben
akkumulaltdk a nem enzimatikus antioxidansokat, ami hatékony védelmet idézett eld a reaktiv
oxigénformak kioltdsaval. Ez kiilondsen fontos, hiszen a magas sokoncentracionak Kkitett
gyokérben nagyon fontos a hatékony ROS inaktivalas a megfeleldé novényi homeosztazis
fenntartasa érdekében.

Kontroll fiatal levél,-NaCl Kontroll fiatal levél, +NaCl

» 3500 » 3500
° 2
£ 3000 - < 3000
2 2
2 250 g 2500
T P 2000 | 0 GSSG T T 2000 B GSSG
2 § 1500 1 o GsH 2 § 1500 | oGsH
O 1000 A O 1000
3 8
2 sooﬂﬁﬂH 2 sooﬂﬂ HH
6 ol L ALLILIIIL & o AL LT
o 1 2 3 4 5 6 7 0o 1 2 3 4 5 6 7
napok napok
GSH/GSSG 7,5 6,95 21,83 1,75 5,77 3,67 6,23 9,42 GSH/GSSG 7,5 7,11 337 5,12 3,48 8,12 4,02 4,01
Kontroll alsé levél, -NaCl Kontroll alsé levél, +NaCl
@ 3500 @ 3500
£ 3000 £ 3000
g’ 2500 \5’ 2500
T T 2000 1 0 GSSG T S 2000 A B GSSG
o S 1500 O GSH @ S 1500 - O GSH
6 1000 6 1000
0 (%]
i “lhn.nnfn i =lanmanlln
I o
3 JAA=-HA0O[NnA 3 SAORAAI A
0 1 2 3 4 5 6 7 0 1 2 3 4 5 6 7
napok napok
GSH/GSSG 3,31 3,61 4,81 4,40 3,70 490 4,16 4,35 GSH/GSSG 3,31 17,67 2,58 3,58 6,14 7,56 5,77 5,76
Kontroll gyokér, -NaCl Kontroll gyokér, +NaCl
» 3500 o 3500
@2 2
<3000 A £ 3000
2 K<
2 2500 g 2500 1
T T 2000 { 0 GSSG T T 2000 B GSSG
% S 1500 OGSH §E 1500 - O GSH
O 1000 - ® 1000 -
38 500 |:| 3 500 n H
I 7 T 4
3 OH'H'H' |:||E||_:|r=| & OHHHH . HH
0o 1 2 3 4 5 6 7 0 1 2 3 4 5 6 7
napok napok
GSH/GSSG 3,28 3,53 6,98 3,25 3,07 4,43 543 4,97 GSH/GSSG 3,28 4,04 326 68 551 534 3,56 3,55

34. abra: A 8 hetes, kontroll paradicsom novények fiatal hajtasanak, also levelének és gyokerének redukalt glutation
(GSH, feher oszlop) és oxidalt glutation (GSSG, sziirke oszlop) tartalméanak valtozasa az id6 fliggvenyében egy
hetes, 100 mM NaCl kezelést kovetden. (AtlagtSD, n=3, a *-gal jelolt kezelt minta az aznapi kontrolltol P<0,05 (*),
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0,01 (**) vagy 0,001(***) valdosziniiségi szinteken szignifikdnsan kiilonbozik, az dbrahoz tartozd statisztikat a
mellékletben talalhatd 9. és 10. tablazat tartalmazza). ). Az abrak alatt lathat6 szamok az GSH/GSSG moljainak
aranyat mutatjak az egyes iddpontokban.

10-7 M SA kezelt fiatal levél, -NaCl 10-7 M SA kezelt fiatal levél, +NaCl
» 3500 w 3500
2 2
E 3000 - < 3000
o 2
2 2500 A S 2500 -
T B 2000 - 0 GSSG T P 2000 1 B GSSe
@ § 15001 oGsH @ & 1500 0 GSH
@ 22
O 1000 - ® 1000 4
3 @
T 500 1 H ﬂ e 500 4
@ »
o 0 r . . . O 0 r r r
0 1 2 3 4 5 6 7 o 1 2 3 4 5 6 7
napok napok
GSH/GSSG 5,51 4,32 20,68 3,30 4,34 4,78 8,42 10,57 GSH/GSSG 5,51 3,26 4,13 6,65 12,42 9,16 5,08 5,07
10-7 M SA kezelt als6 levél, -NaCl 10-7 M SA kezelt als6 levél, +NaCl
o 3500 o 3500
@ °
£ 3000 <3000 A
o o
g 2500 g 2500 A
T 2000 { 0GSSG E@ 2000 B GSSG
2 =§ 1500 OGSH % :5 1500 0O GSH
& 1000 © 1000 -
3 500 I;:I H 8 500 H ﬂ
o 1 I 1
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10-7 M SA kezelt gyskér, -NaCl 10-7 M SA kezelt gyékér, +NaCl
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GSH/GSSG 4,62 6,04 13,02 3,96 3,99 3,82 6,01 5,20 GSH/GSSG 4,62 898 4,67 2,22 5,0 4,40 440 4,39

35. 4bra: 107 M-os szalicilsav (SA) el6kezelés hatasa a 8 hetes paradicsom ndvények fiatal hajtasanak, also
levelének és gyokerének redukalt glutation (GSH, fehér oszlop) és oxidalt glutation (GSSG, sziirke oszlop)
tartalméanak valtozasara az id6 fiiggvényében egy hetes, 100 mM NaCl kezelést kovetden. (AtlagtSD, n=3, a *-gal
jelolt kezelt minta az aznapi kontrolltél P<0,05 (*), 0,01 (**) vagy 0,001(***) valoszinliségi szinteken
szignifikdnsan kiilonbozik, az abrahoz tartozo statisztikat a mellékletben talalhatd 9. és 10. tablazat tartalmazza). Az
abrak alatt 1athaté szamok az GSH/GSSG modljainak aranyat mutatjak az egyes idopontokban.
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10-4 M SA kezelt fiatal levél, -NaCl 10-4 M SA kezelt fiatal levél, +NaCl
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GSH/GSSG 5,87 6,23 13,58 4,78 3,45 3,62 7,08 6,49 GSH/GSSG 5,87 13,05 3,55 594 598 743 4,18 4,52
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GSH/GSSG 5,30 5,56 3,90 444 9,27 3,75 6,19 4,22 GSH/GSSG 530 945 9,53 541 4,774 5,83 4,45 4,80
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GSH/GSSG 6,75 5,56 12,78 5,14 5,40 3,64 3,98 15,52 GSH/GSSG 6,75 11,88 4,75 6,71 3,82 7,03 4,94 4,93

36. 4dbra: 10 M-os szalicilsav (SA) el6kezelés hatasa a 8 hetes paradicsom ndvények fiatal hajtasanak, also
levelének ¢és gyokerének redukalt glutation (GSH, fehér oszlop) és oxidalt glutation (GSSG, sziirke oszlop)
tartalméanak valtozasara az id6 fliggvényében egy hetes, 100 mM NaCl kezelést kovetéen. (Atlag+SD, n=3, a *-gal
jelolt kezelt minta az aznapi kontrolltél P<0,05 (*), 0,01 (**) vagy 0,001(***) valosziniiségi szinteken
szignifikansan kiilonbozik, az abrahoz tartozo statisztikat a mellékletben talalhato 9. és 10. tablazat tartalmazza). Az
abrak alatt lathat6 szamok az GSH/GSSG moljainak aranyat mutatjak az egyes idopontokban.
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5.2.6.3. Szarazsagtiiré torpe bab novények oxidativ enzimei talajszarazsagra adott
valaszreakcioinak osszehasonlitasa a sostressznek Kkitett, SA-elokezelt paradicsom

novények oxidativ valaszaival

A kovetkezében ismert szarazsagtiird ¢€s szenzitiv torpe bab genotipusokkal egy hetes
szarazsagstressz hatasat vizsgald kisérleteink eredményeit hasonlitom 0ssze a soéstressznek kitett,
SA-kezelt paradicsom novényekben kapott oxidativ valaszok eredményeivel. Ennek az
Osszahasonlitasnak az a célja, hogy mas, kozismerten ozmotikus stressz tolerans genotipusokban
megfigyelhetd-e a 10 M-os SA kezelés hatasihoz hasonld vélaszreakcio. A szenzitiv babfajtak
az abra bal oldalan (Phv 20, Phv1, Phv 48), mig a tolerans bab genotipusok az abra jobb oldalan
lathatok (Phv45, Phv50, Phv52). Az enzimaktivitasok szarazsagstressz hatdsara bekovetkezo
valtozasat a primér levélben mértiik. Megallapithatd, hogy a SOD aktivitds nem valtozott
szignifikdnsan a szarazsag stresszt kdvetden a kiilonbozd genotipusokban (Tari és mtsai, 2008).
A KAT aktivitasok nem valtoztak vagy csokkentek a stresszor hatdsara a szenzitiv fajtdk primér
levelében, ezzel egyidében a tolerans fajtak képesek voltak jelentésen megemelni KAT
aktivitasukat, azaz hatékonyan tudtak eliminalni a stressz hatasara keletkezett hidrogén-peroxidot
(37. 4bra). A peroxidaz enzim aktivitdsa a szenzitiv ndvények primér levelében emelkedett meg
szignifikansan, ezzel szemben a szarazsagtiird fajtak esetében vagy nem valtozott vagy csokkent

a POD aktivitas vizmegvonas utan (37. abra).

Szuperoxid dizmutaz aktivitas
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Katalaz aktivitas

o

M kontroll
Okezelt

IS
.

*%

N w
L L

KAT aktivitas (U) (mg fehérje)™

Phv20  Phv1 Phv48 Phv4d5 Phv50 Phv52

o
L

Gvajakol peroxidaz aktivitas

o
©

H kontroll
O kezelt

imﬂ I

Phv20  Phv1 Phv48 Phv4a5 Phvb0 Phv52

o
[}
.

*%*

POD aktivitas (U)(mg fehérje)™
o o
o =

o
[S)
\

37. abra: Torpe bab genotipusok oxidativ enzimeinek (SOD, KAT, POD) aktivitasanak valtozasa kontroll (fekete
oszlop) és szarazsag stresszt kovetden (fehér oszlop). (Atlag+SD, n=3, a *-gal jelolt kezelt minta a kontrolltol P<0,05
(*), 0,01 (**) vagy 0,001(***) valosziniiségi szinteken szignifikansan kiilonbozik)

Ezek az eredmények hasonlosagot mutatnak azokkal az altalunk bemutatott oxidativ valaszokkal,
amiket paradicsomban mértiink. A H,O, sikeres eltdvolitdsdban a sOstresssz alatt is magas katalaz
aktivitidsnak van fontos szerepe, mig azok a paradicsom ndvények (a 10* M SA elékezelt
mintdk), amelyek a kisérlet végére akklimatizalodtak, csokkenteni tudtdk a POD aktivitést
leveleikben.

Erdekes Gsszehasonlitas tehetd, ha a kapott eredményeket a Solanum pennellii, vad,
halofita paradicsomfaj 100 mM-os NaCl kezelés hatasara adott antioxidativ véalaszreakcidinak
valtozasaval vetjilkk 0ssze, ahol markans, és az idé fiiggvényében azonos iranya valtozdsok

kovetkeznek be a gyokerekben a sokezelést kdvetd 5. nap utan, mint a sostressz akklimatizaciot
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eldsegité 10™* M-os SA kezelés hatasara (Shalata és mtsai, 2001). Az idézett szerz8k az aszkorbat
¢és a glutation pool szignifikdns emelkedését és az AA valamint a GSH redukalt formainak
nagyobb aranydt mutattdk ki a 100 mM NaCl-dal kezelt S. pennellii gydkerében, mint a
termesztett paradicsoméban. Hasonldoképpen, a vad paradicsomfajban csokkent lipidperoxidacio,
kisebb MDA tartalom mérhet. A 10 M-os SA el6kezelés a S. lycopersicum cvar Rio Fuego

antioxidativ stresszvalaszat a halofita vadfaj, a S. pennelliihez tette hasonlova.
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6. Osszefoglalas

Vizsgalataim célja az volt, hogy nyomonkovessiik a hosszutavi eldkezelésként alkalmazott
szalicilsav hatasat a paradicsom novények sostressz akklimatizacidjara. Megallapitottuk, hogy a
10 M-os szalicilsavas el6kezelés alkalmas volt a paradicsom noévények ionos ozmotikus stressz
tolerancijanak javitisara, ezzel szemben a 107 M-os SA elékezeléssel nem értiink el eredményt.

A dolgozatban a témaval kapcsolatosan a kdvetkezd 1) eredmények sziilettek:

1. Megallapitottuk, hogy a 107 és 10" M-os SA elékezelés gatolta a legfontosabb szervetlen
ozmotikum, a K'(*Rb") felvételét. Mindkét altalunk hasznalt koncentracié szignifikans
vizpotencial csokkenést okozott és sztomazarddast eredményezett a kezelést kovetd elsd
héten a paradicsom novényekben. Ezzel szemben a novekedésgatlas csak a 10 M-os
eldkezelésnél figyelheté meg. A SA allelopatikus, novekedésgatld hatasat ebben az esetben

tehat nem a novények vizhaztartasara gyakorolt hatasan keresztiil fejti ki.

2. Szervetlen ozmotikumok hijan a gyokér nem tud a kdrnyezetbdl vizet felvenni csak abban az
sejtnedv, €s a gyokér sejtjeinek vizpotencidlja a tapoldat vizpotencidlja ala csokken. Ez az
ozmotikus stressz aktivalhatja szerves ozmotikumok szintézisét. Haromhetes SA eldkezelés
utan a hajtas szoveteiben ozmotikus és/vagy térfogati adaptacio €s ezt kdvetden vizpotencial
novekedés tortént. Ez elsdsorban szénhidratok, mint szerves ozmotikumok akkumulacidja
kovetkeztében valt lehetévé. Az elokezelés hatasara mind a gyokérben, mind a hajtasban nott
az oldhat6 cukortartalom. Mig a gyokérben elsdsorban a szachardz, a levelekben a hex6zok, a
gliikéz és a fruktéz akkumulalodott. A sostressz tehat egy ozmotikusan adaptalodott ndvény

szoveteit ért a 100 mM-os NaCl kezeléskor.

3. Bizonyitottuk, hogy a SA el6kezelés az ozmotikus adaptacid ellenére is indukdlja az ABS
szintézisét, és szignifikansan megemelkedett ABS koncentracié alakult ki a 10* M-os SA-val
kezelt novények levelében és gydkereiben az elokezelés végére. Igy mar a méasodik stresszor

elott aktivalodhat az ABS jelatviteli Gt és az ABS-indukalt génexpresszio.
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4. Megallapitottuk, hogy az ABS szintézisének fokozodasa az abszcizinaldehid oxiddz AOI
izoenzime aktivalodasanak kovetkezménye, amelynek aktivitisa 107 M elSkezelésnél
mérsékelten, 10™* M-os elékezelésnél pedig szignifikinsan megnd a gyokérben és a hajtasban.
Megallapitottuk, hogy a SA az ozmotikus és sostresszel szembeni védOhatasat részben az

ABS szintézis ¢s akkumulacio eldzetes fokozasaval fejti ki.

5. Néhany fontos stresszmarker segitségével bebizonyitottuk, hogy a 10 M-os SA el6kezelt
novények fiziolodgiai paraméterei a 100 mM NaCl kezelést kdvetden a sostressznek kitett
kontrollénal jobb értékeket mutattak. A fotoszintézis primér fotokémiai folyamatai (F./Fy,
@pgp;, qP) is a kontrolléval azonos vagy jobb hatékonysaggal muikodtek, nétt a Kl-a/Kl-b

arany, a karotinoidok mennyisége, csokkent a lipidperoxidacio.

6. A SA el6kezelt ndvények, kiilondsen a 10*M-os koncentraciénal a Na' ionokat jelentds
mértékben akkumulaltak a hajtasban, €s ott a natrium szervetlen ozmotikumként, a halofitdk

egy részére jellemzé mddon a vizpotencial emelésében jatszott szerepet.

7. A SA eldkezelés mindkét koncentracidonal szignifikdnsan megemelte az ald6éz reduktdz
aktivitast, és az AR altal katalizalt reakcioban keletkezd szorbitol tartalmakat a hajtasban.
Mivel a szorbitol mennyisége nem elegendd ahhoz, hogy szamottevd szerepe legyen az
ozmotikus adaptacioban, az ald6z reduktaz aktivitds novekedésének nagyobb jelentdsége

lehet a NADPH reciklizacidjaban.

8. A SA el6kezelt novények fiatal leveleiben sostressz alatt szignifikans prolin akkumulacio
mérhetd. Ez kompatibilis ozmotikumként adaptacios valasz is lehet, koncentraciotol fliggden
azonban PCD-t is okozhat. Mezofill protoplasztok életképességét a 100 mM-os prolin kezelés
mérsékelten, a 100 mM-os NaCl és a 100 mM prolinnal kombinalt séstressz szignifikansan
csokkentette. Az 1 mM-os prolinkezelés a sejtek életképességét javitotta sostressz alatt is.
Habar a sejtekben a H,O, nem csokkent szignifikdnsan, a NO nem emelkedett meg az 1 mM-
os prolinnal kezelt sejtekben. Az életképesség csokkenése azoknal a kezeléseknél figyelhetd

meg, ahol a HO, mellett a NO is magas marad.
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9. A 10" M-os SA-val elékezelt ndvények hajtasdban sostressz alatt a putreszcin szintje

10.

11.

12.

emelkedett meg szignifikdnsan, mig gyokerében sostressz alatt magas maradt a spermidin és a
spermin koncentracioja. Ezek a poliaminok nemcsak a ROS-t generaldé NADPH oxidazt
gatolhatjak, hanem kozvetleniil védik a makromolekulak (DNS, fehérjék, membranok)
integritasat Na' ionok jelenlétében. A sostressz alatti magas spermin koncentraciok jellemzik

a halofita fajokat is.

A SA elokezelés abiotikus stressz akklimatizaciot javitd hatdsdhoz nélkiilozhetetlenek az
antioxidans rendszerekben bekovetkez6 valtozasok. Ennek alapja az, hogy a SA
koncentraciotol fliggéen megemelheti a szovetek H,O, kocentracigjat. A sostressz
akklimatizaci6 sikerességének fokozédsat hosszatavu SA eldkezeléssel sajat eredménynek
tekinthetjiikk. Megallapithatd, hogy azoknal a kezeléseknél, ahol a sostressz karositd hatdsai
jelentkeznek, a fiatal levelekben és a gydkerekben magas SOD aktivitas (K, 107 M SA),
atmenetileg (10”7 M SA, fiatal levél, gyokér) vagy tartésan csokkent KAT aktivitas (K, fiatal
levél) figyelheté meg sostressz alatt. Ezekben a mintdkban (K, 107 M SA fiatal levél, gyokér)
tartdsan magas marad a POD aktivitds, ami azonban hozzajarulhat a H,O, elbontasdhoz. A

10" M-os, akklimatizaciot el8segité SA kezelésnél a magas POD aktivitasok a kisérlet végére

lecsokkennek, ami az oxidativ stressz csokkenésére utal.

Az eltér6 SA eldkezelések kiillonbozé modon befolyasoltak az aszkorbat-glutation ciklus
kulcsenzimének, az aszkorbat peroxiddznak az enzimaktivitasait. A 107 M SA elékezelt
novények a valtozatlan APX mellett megmaradé magas POD aktivitas ellenére sem voltak
hatékonyak a cellularis hidrogén-peroxid eliminalasiban. Ezzel szemben a 10* M SA

elokezelés megemelte az APX enzimaktivitdsokat, ami a nem enzimatikus antioxidansok

crcr

Az antioxidans enzimek miikodéséhez és egyes nem enzimatikus antioxidansok redukalt
allapotanak fenntartdsdhoz sziikséges GR rendkiviil magas alapaktivitasa és a sostressz altali
indukaltsaga tovabb segiti a 10* M SA-val el6kezelt ndvényekben a soOstressz

akklimatizaciot.
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A SA eldkezelések novelték a kiilonbozd novényi szervekben, de kiilondsen a fiatal
levelekben az aszkorbinsav és a glutation mennyiségét. Megallapitottuk, hogy szemben a
tobbi kezeléssel, a 10 M-os SA el8kezelt nvények a gyokeriikben akkumulaltik a nem
enzimatikus antioxidansokat, az aszkorbinsavat és a glutationt séstressz alatt, ami hatékony
védelmet idézett elé a reaktiv oxigénformak ellen. A kisérlet végére ugyanezekben a
gyOkerekben nagyobb aranyban fordultak el6 a nem enzimatikus antioxidansok redukalt
formai, mint a sodstressznek kitett kontrollban. Ez kiilondsen fontos, hiszen a magas
sokoncentracionak kitett gyokérben nagyon fontos a hatékony ROS inaktivalds a megfeleld

novényi homeosztazis fenntartasa érdekében.

A SA eldkezelés a termesztett paradicsomban a halofita vad paradicsomfajhoz, a S.
pennellithez hasonlo fiziologiai véltozasokat indukalt. Eldsegitette a Na™ hajtasba iranyuld
transzportjat és ott szervetlen ozmotikumként vald felhasznéldsat, ami a halofitakhoz
hasonléan megndvelte a relativ novekedési sebességet sostressz alatt. A gyokérben a halofita
fajhoz hasonléan a 10 M-os SA el6kezelt novényekben is a nem enzimatikus antioxidansok,

a glutation és aszkorbinsav jelentik az oxidativ stresszel szemben a f6 védelmi vonalat.
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7. Summary

Our aim was to study the effect of long-term SA pre-treatment on salt stress acclimation of
cultivated tomato plants.

We stated that the exogenously applied 10 M SA was capable to improve the tolerance for ionic
osmotic stress in tomatoes; however pre-treatment with 107 M SA was not successful.

The present study provides the following new results in this topic:

1. It was established that the 107 M and 10" M SA pre-treatment inhibited the uptake of
potassium (K'/*°Rb"), one of the most important inorganic osmolytes. Both applied
concentration caused significant decrease of water potential and resulted in stomatal closure
on the first week of the pre-treatment in tomato plants. However, growth inhibition can be
observed only in case of 10* M SA pre-treatment. We can conclude that SA at 10™* M in this

case caused an allelopathic growth inhibition independently of plant water status.

2. Roots can uptake water from the environment only if the cell content is concentrated by
accumulation of osmolytes or volumetric adaptation, and the water potential of root cells
decreases below the water potential of nutrient solution. This osmotic stress can activate the
synthesis of organic osmolytes. After 3-week of SA pre-treatment in the shoot tissues an
osmotic and/or volumetric adjustment and then a water potential increase occurred. This
occurred principally due to the accumulation of carbohydrates. After pre-treatment the
content of soluble sugars increased both in the roots and shoots. While in the roots sucrose, in
the shoots hexoses, glucose and fructose accumulated and when the plants were exposed to
100 mM NaCl, the tissues had already been osmotically adapted in 10* M SA pre-treated
plants.

3. It was proven that despite of osmotic adjustment SA pre-treatment also induces the synthesis
of ABA and ABA concentration significantly increased in the roots and shoots of 10* M SA
pre-treated plants at the end of pre-treatment. So the ABA signal pathway and ABA-induced

gene expression could be activated before the second stressor.
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4. It can be stated that the enhanced synthesis of ABA is a consequence of the activation of
abscisic aldehyde oxidase, AO1 isoenzymes whose activities increased moderately after 107
M SA pre-treatment and significantly increased during the pre-treatment with 10* M SA in
roots and shoots. We can conclude that SA evolved its protective effect against osmotic and

salt stress partly by activating previously the ABA synthesis and accumulation.

5. With some important stress marker it was proven that physiological parameters of 10* M SA
pre-treated plants after 100 mM NaCl exposure showed better values than salt stressed
control. The primary photochemical processes of photosynthesis (F/Fp,, ®psi1, qP) functioned
equally or better than that of the control, the Chl-a/Chl-b ratio and contents of carotenoids

increased and the lipid peroxidation decreased in these plants.

6. Accumulation of Na™ in mesophyll cells of SA pre-treated plants, particularly at 10 M SA and
there act as inorganic osmolyte functioned to increase the water potential like in some

halophyte species.

7. SA pre-treatment significantly increased the activity of aldose reductase at both concentrations
and the sorbitol contents in the shoots formed in the reaction catalyzed by AR. Since the
content of sorbitol is not enough to play a role in the osmotic adjustment, the increase of AR

activity may have greater importance in the recycling of NADPH.

8. In the upper leaves of SA pre-treated plants we measured significant proline accumulation
during salt stress. This may be an adaptive process but the access of proline can cause
programmed cell death depending on its concentration. The exposure to 100 mM Pro, 100
mM NacCl salt stress combined with 100 mM Pro decreased the cell viability of mesophyll
protoplasts. 1 mM Pro application improved the cell viability during salt stress. Although the
hydrogen peroxide contents did not decrease significantly in the cells, NO content was not
enhanced in the 1 mM Pro treated cells. The decrease of cell viability can be observed at
those treatments where the relative amount of NO was high along with the hydrogen peroxide

content of tissues.
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9. In the shoots of 10 M SA pre-treated plants during salt exposure the level of putrescine was

10.

11.

12.

13.

enhanced significantly while in the roots concentrations of spermidine and spermine were
high. These polyamines not only can inhibit ROS-generating NADPH oxidase but directly
protect the integrity of macromolecules (DNA, proteins and membranes) in the presence of
sodium ions. High spermine concentrations characterize the halophyte species during salt

stress.

To improve abiotic stress acclimation SA has to affect antioxidant systems. This is based on
the fact that depending on its concentration SA can enhance tissue hydrogen peroxide
concentration. We were the first who described the improvement of salt stress acclimation by
long-term SA pre-treatment. It can be stated that in those treatments when the salt stress
induced damage, high SOD activity in the upper leaves and roots (C, 107 M SA), transiently
(107 M SA, upper leaves, root) or permanently decreased CAT activity (C, upper leaves) can
be observed during salt stress. In these samples (C, 107 M SA upper leaves, roots) POD
activity was maintained at high level which can also contribute to the elimination of hydrogen
peroxide. In the 10* M SA pre-treated plants high POD activities decreased to the end of the

experiments which indicates a decrease of oxidative stress.

Different SA pre-treatments affect in a distinct way the enzyme activities of APX, the most
important enzyme of ascorbate-glutathione cycle. 107 M SA pre-treated plants were not so
efficient to eliminate cellular hydrogen peroxide than plants treated with 10* M SA due to
constant low APX enzyme activities. In contrast of this, the 10* M SA pre-treatment
enhanced an APX activity which along with high concentrations of non enzymatic

antioxidants was capable to successfully detoxify the reactive oxygen species.

GR is essential for the function of antioxidant enzymes and for the effective reduction of non
enzymatic antioxidants. The high GR basic activity and its induction by salt stress can cause

the successful stress acclimation of 10* M SA pre-treated plants.

SA pre-treatments increased the contents of ascorbate and glutathione in the different parts of

plants, mainly in the upper leaves. We can state that contrary to other treatments, 10 M SA
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pre-treated plants accumulated non enzymatic antioxidants like ascorbate and glutathione in
their roots during salt exposure which caused efficient protection against reactive oxygen
species. This is very important because in the roots exposed high salinity, efficient ROS

Inactivation is very important in order to maintain the normal plant homeostasis.

SA pre-treatment induced some similar physiological changes in the cultivated tomatoes
which are functioning in the halophyte wild tomato species, S. pennellii under salt stress. It
can promote the transport of sodium ions to the shoots and the utilization of Na" as inorganic
osmolyte, which occur as in the halophyte wild species of tomato. Na' accumulation
contributed to an increased relative growth rate during salt stress in these plants. Similarly, in
10* M SA pre-treated plants the GSH and Asc were accumulated and represented the main

protective line against oxidative stress.
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10. Mellékletek

Statisztikai analizis

Redukalt aszkorbat KxNaCl 10" MSA | 10" MSAxNaCI | 10* M SA 10™ M SAxNaCl
fiatal hajtas

0.nap - n.s. - n.s. -

1.nap n.s. el * n.s. **

2.nap n.s. n.s. * n.s. *

3.nap n.s. el n.s. ol **

4.nap n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

5'nap *% * * * *%k

6.nap n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

7.nap n.s. * n.s. n.s. n.s.
Redukalt aszkorbat KxNaCl 107 M SA 10" M SAxNaCl 10* M SA 10™ M SAxNaCl
also levél

0.nap - n.s. - n.s. -

1.nap e > n.s. * n.s.

2.nap n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

3.nap * n.s. * n.s. *

4.nap n.s. bl * * n.s.

5.nap n.s. * > > *

6.nap n.s. n.s. n.s. * n.s.

7.nap * ** n.s. n.s. n.s.
Redukalt aszkorbat KxNaCl 10"MSA | 10" MSAxNaCl [ 10*M SA 10™ M SAxNaCl
gyokér

0.nap - n.s. - n.s. -

1.nap n.s. * n.s. n.s. n.s.

2.nap *% n.S. * * *kk

3.nap n.s. * n.s. * n.s.

4.nap n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

5.nap * n.s. n.s. * *

6.nap * n.s. * n.s. n.s.

7.nap n.s. n.s. n.s. * *

7. tablazat: Paros t-teszt eredményei a paradicsom fiatal hajtas, als6 levél és gyokér redukalt aszkorbat (AA)
tartalmaira az egyhetes, 100 mM NaCl kezelést kovetden. A *-gal jelolt kezelt minta az aznapi kontrolltol P<0,05
(*), 0,01 (**) vagy 0,001(***) valosziniiségi szinteken szignifikansan kiilonbozik. Az n.s. jeldlés esetén nem volt
szignifikans kiilonbség az aznapi kontroll kezeletlen mintdhoz viszonyitva.

127



Mellékletek

Dehidroaszkorbat KxNacCl 107 M SA 107 M SAxNaCl 10* M SA 10* M SAxNaCl
fiatal hajtas

0.nap - n.s. - n.s. -

1.nap n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

2.nap n.s. n.s. * * n.s.

3.nap n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

4.nap n.s. * n.s. n.s. n.s.

5.nap n.s. n.s. n.s. n.s. *

6.nap n.s. n.s. n.s. * *

7.nap n.s. * n.s. n.s. *
Dehidroaszkorbat KxNaCl 10" MSA | 107 M SAxNaCl 10*MSA | 10* M SAxNaCl
alsoé levél

0.nap - b - n.s. -

1.nap n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

2.nap n.s. n.s. n.s. * *

3.nap n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

4.nap n.s. n.s. ** n.s. n.s.

5.nap * n.s. n.s. n.s. *

6.nap n.s. n.s. n.s. n.s. **

7.nap n.s. n.s. ** * n.s.
Dehidroaszkorbat KxNaCl 10" MSA | 107 M SAxNaCl 10*MSA | 10* M SAxNaCl
gyokeér

0.nap - b - n.s. -

1-nap *kdk *% n-s- * ek

2.nap n.s. * n.s. n.s. n.s.

3.nap n.s. n.s. * n.s. n.s

4.nap * n.s. n.s. n.s. n.s.

5.nap n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

6.nap n.s. n.s. n.s. * n.s.

7.nap n.s. o n.s. n.s. *

8. tablazat: Paros t-teszt eredményei a paradicsom fiatal hajtas, alsé levél és gyokér dehidroaszkorbat (DHA)
tartalmaira az egyhetes, 100 mM NaCl kezelést kovetden. A *-gal jelolt kezelt minta az aznapi kontrolltol P<0,05
(*), 0,01 (**) vagy 0,001(***) valosziniiségi szinteken szignifikansan kiilonbozik. Az n.s. jelolés esetén nem volt
szignifikans kiilonbség az aznapi kontroll kezeletlen mintdhoz viszonyitva.
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Redukalt glutation (GSH) KxNaCl 10" MSA | 107 M SAxNaCl 10" M SA | 10* M SAxNaClI
fiatal hajtas

0.nap - n.s. - n.s. -

1.nap n.s. * n.s. n.s. *

2'nap * *% *kk n S *

3.nap * * * n.s. n.s.

4.nap n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

5.nap n.s. n.s. * * n.s.

6.nap n.s. > n.s. * n.s.

7.nap * * n.s. n.s. *
Redukalt glutation (GSH) KxNaCl 10" MSA | 107 M SAxNaCl 10*MSA [ 10* M SAxNaClI
also level

0.nap - n.s. - n.s. -

1.nap * n.s. n.s. * n.s.

2.nap n.s. n.s. > n.s. **

3.nap n.s. n.s. n.s. * n.s.

4.nap n.s. n.s. * n.s. n.s.

5.nap * n.s. * n.s. n.s.

6.nap n.s. * > n.s. **

7.nap > n.s. * n.s. **
Redukalt glutation (GSH) KxNaCl 10" MSA | 107 M SAxNaCl 10*MSA | 10* M SAxNaClI
gybkér

0.nap - n.s. - n.s. -

1.nap * n.s. n.s. n.s. *

2.nap * n.s. n.s. * *

3.nap n.s. n.s. x> n.s. n.s.

4.nap * n.s. * * *

5.nap n.s. n.s. n.s. * >

6.nap n.s. n.s. n.s. * n.s.

7.nap * * * n.s. *

9. tablazat: Paros t-teszt eredményei a paradicsom fiatal hajtas, also levél és gyokér redukalt glutation (GSH)
tartalmaira az egyhetes, 100 mM NaCl kezelést kovetden. A *-gal jelolt kezelt minta az aznapi kontrolltol P<0,05
(*), 0,01 (**) vagy 0,001(***) valosziniiségi szinteken szignifikansan kiilonbozik. Az n.s. jelolés esetén nem volt
szignifikans kiilonbség az aznapi kontroll kezeletlen mintdhoz viszonyitva.
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Mellékletek

Oxidalt glutation (GSSG) KxNaCl 10" MSA | 107 M SAxNaCl 10" M SA | 10* M SAxNaClI
fiatal hajtas

0.nap - n.s. - n.s. -

1.nap n.s. n.s. > n.s. n.s.

2.nap i n.s. * n.s. b

3-nap *% *kk n.S. *kk *kk

4.nap n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

5.nap n.s. n.s. n.s. * n.s.

6.nap n.s. n.s. n.s. ** n.s.

7.nap n.s. n.s. * n.s. n.s.
Oxidalt glutation (GSSG) KxNaCl 10" MSA | 107 M SAxNaCl 10*MSA [ 10* M SAxNaClI
also level

0.nap - i - n.s. -

1.nap o i n.s. n.s. *

2-nap *% * *%k n.S. *

3.nap n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

4.nap n.s. n.s. n.s. > n.s.

5'nap n.S. *k*k *%* ** *%

6.nap * n.s. n.s. n.s. >

7.nap n.s. n.s. * n.s. n.s.
Oxidalt glutation (GSSG) KxNaCl 10" MSA | 107 M SAxNaCl 10*MSA | 10* M SAxNaClI
gybkér

0.nap - * - n.s. -

1.nap % * o n.s. -

2-nap * *% *%k n.S *

3-nap *% *% *kk * n-s-

4.nap n.s. n.s. n.s. n.s. *

5.nap n.s. * n.s. e n.s.

6.nap * n.s. n.s. n.s. >

7.nap n.s. n.s. * n.s. **

10. tablazat: Paros t-teszt eredményei a paradicsom fiatal hajtas, als6 levél és gyokér oxidalt glutation (GSSG)
tartalmaira az egyhetes, 100 mM NaCl kezelést kovetden. A *-gal jelolt kezelt minta az aznapi kontrolltol P<0,05
(*), 0,01 (**) vagy 0,001(***) valosziniiségi szinteken szignifikansan kiilonbozik. Az n.s. jeldlés esetén nem volt
szignifikans kiilonbség az aznapi kontroll kezeletlen mintahoz viszonyitva.
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