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1. Bevezetés

A programozott sejthalal (PCD) az ¢él6lények kiilonbozd szervezettségi szintjein miikodo,
genetikailag determinalt, természetes folyamat, mely az embridgenezist6l a szaporodason at
szamos alkalommal fontos eleme az egyedfejlodésnek. A PCD azonban nemcsak az é161ények
fejlddésének, hanem a stresszhatasok elleni védekezési folyamatainak is integrans része. Az
allatokhoz hasonldéan a nodvényeknél is megkiilonboztethetiink az egyedfejlédés soran
bekovetkez6 (pl. levél morfogenezis, szeneszcencia) €s a kornyezet altal indukalt (pl.
patogéntamadas, hiperszenzitiv reakcid) sejthalalt. Noha a PCD sajatos fizioldgiai, biokémiai
¢s morfologiai valtozasokkal jellemezhetd a kiillonbozé szervezddési szintli él6lényekben, a
novényeknél ez szamos esetben eltér az allati sejtekben lejatszodd folyamatoktol, amelyek
pontos mechanizmusa jelenleg az allati PCD-vel szemben még kevésbé ismert.

Az abiotikus stresszorok koziil a sostressz altal indukalt PCD-t mar sokoldaluan
vizsgaltak; ez a mezdgazdasagi termelést is gyakran limitald abiotikus stresszor ionikus-,
ozmotikus- és oxidativ stressz generalasaval indukalhatja a sejthalalt (Joseph és Jini 2010). A
biotikus stressz sordn a patogének tdmadasaval szemben lokalis és szisztematikus védelmi
reakciok aktivalédnak a novényekben, amiben a szalicilsavnak (SA) kulcsfontossagu szerepe
van. Az SA a biotréf patogénekkel szembeni védekezést jelentd hiperszenzitiv reakcié (HR)
jelatviteli komponense, amely sordn a fert6zott és a kortilottiik 1évo sejtek az SA altal generalt
oxidativ robbands kovetkeztében programozottan elhalnak (Hayat és mtsai. 2010). Ezzel
szemben azonban a korabbi vizsgalataink soran kimutattuk, hogy szubletalis koncentracioju SA
elokezeléssel fokozni lehet a paradicsom ndvények abiotikus stressz, koztik a sostressz

Munkank sordn célul tliztik ki, hogy megvizsgaljuk, milyen kiilonbségek figyelheték
meg a sostressz akklimatizaciot javitd szubletalis SA koncentracioval torténd eldkezelés
hatdsara, valamint a magasabb koncentraciok programozott sejthalalt indukald folyamatai
kozott. Milyen biokémiai, fizioldgiai és génexpresszids kiillonbségek vannak a még éppen
toleralhat6 és a PCD-t indukéld hatasti NaCl koncentraciok kozott, tovabba mik a kiilonbségek
az abiotikus séstressz €s a biotikus stresszben szerepet jatszo6 SA altal indukalt PCD

mechanizmusa kozott?



2. Irodalmi attekintés

2.1. A programozott sejthaldl (PCD) novényekben

2.1.1. A sejthalalrol altalaban

A PCD {6 formajat az allati sejteknél az apoptozis képviseli, ami egy evolucidsan konzervalt,
genetikailag determinalt bioldgiai folyamat. Fébb folyamatai a kovetkezék lehetnek:
halalreceptorok aktivalodasa (TNF, Fas, TRAIL), a plazmamembran holyagosodasa
(,,blebbing”), a foszfatidilszerin (PS) athelyez6édése a plazmamembran kiilsé oldalara, a sejt
zsugorodasa, a citokrom c kiszabaduldsa a mitokondrium boritd6 membranok kozotti belsd
térbol, a kaszpazok aktivacioja. A kaszpazok (Caspases: cysteine-dependent aspartate-specific
proteinases) olyan proteazok, melyek aktiv centrumaban cisztein van és a szubsztrat fehérjét
aszparaginsav utani pozicidban hasitjdk. Az apoptdzis végsd fazisaban torténik a DNS
internukleoszomalis hasitasa (180-200 bp), a kromatin kondenzacidja, apoptotikus testek,
membrannal hatarolt vezikuldk kialakuldsa és végiil az elpusztult sejtfragmentumok fagocitak
altali bekebelezése. A PCD-ben résztvevd sejtek gyulladds eléidézése nélkiil, aktivan
szabalyozott koriilmények kozott felszamoljak magukat (Savill és Fadok 2000). E regulacio
hianya kiilonboz6 patoldgias allapotokhoz vezet, mint példaul az autoimmun betegségek vagy a
rak. Az apoptozis két fo tipusa a kiilsd (extrinsic), azaz a receptor kozvetitett és a belsod
(instrinsic), azaz mitokondrium altal kozvetitett utvonal; koztiik atfedés is lehetséges (Jin és El-
Deiry 2005). A PCD masik f6 formaja a nekrozis, amely soran az allati sejtek megduzzadnak, a
membranintegritasuk megsziinik, és tartalmuk a kornyezd térbe liriil, mely a kdrnyezo szovetek
gyulladasat okozza. A nekrozis esetén azonban nem figyelhetd meg a sejtmag kondenzacioja és
a DNS fragmentalodasa, szemben az apoptozissal (Kopper és Fésiis 2002).

Az allati és a novényi sejthalal kozott szamos hasonlosag, de jelentds kiilonbségek is
megfigyelhetéek. A ndvényi sejteknél tobbek kozott jelenleg még nem ismertek sejthaldl
receptorok €és a ndvényi szervekben fagocitézisra specializalodott sejtek sem talalhatoak
(Danon és mtsai. 2000).

Az allati apoptozis sordn a sejtmembran aszimmetrikussaga megszlinik, €s a normal
allapotban kizarolag a belsé membran részét képzod foszfatidilszerin athelyezddik a kiilsd
membranra, amit az Annexin V fluoreszcens festékkel lehet detektalni. Ez a folyamat nemcsak
allati sejtek esetében jatszodik le, hanem dohanynovény sejteknél is megfigyelték

kamptotecinnel (CPT) el6idézett sejthalal soran (Danon és mtsai. 2000).



Az allati sejtekkel ellentétben a novényeknél nem a sejtek zsugorodasa, hanem a citoplazma
zsugorodasa figyelhetd meg, tobbek kozott oxalsav vagy sokezelést kovetden 24 6ran beliil
(Errakhi és mtsai. 2008; Wang és mtsai. 2010b). A PCD sordn a ndvényi sejtek mikrotubulus
halozata is atrendezddik, depolimerizalddik (Smertenko és Franklin-Tong 2011).

Megfigyelheté novényi sejtek esetében is a mitokondrium boritbmembranjai koziil a
citokrom c kieresztése, példaul SA kezelést kovetden (Garcia-Heredia és mtsai. 2008).

Novények esetén a proteazok, kiemelten egyes, kaszkddba nem rendezédé cisztein
proteazok birnak kulcsfontossagu szereppel a proteolitikus folyamatokban, ellentétben az allati
sejtekkel, ahol a kaszpazok és az altaluk alkotott kaszkadrendszer a sejthalal inicialdja és
végrehajtdja is (Sanmartin és mtsai. 2005).

Az éllati sejtekre jellemzd kromatin kondenzéacid és DNS fragmentacid szintén
megfigyelhetd novényekben, ami kimutathatoé agarézgélben a DNS ,létra” kialakulasaval ill.
un. TUNEL (terminalis deoxinukleotidil transzferaz-kozvetitett biotin-dUTP végjelzéses)
modszerrel fluoreszcens mikroszkép segitségével (Lam 2004; van Doorn és Woltering 2005;

Gunawardena 2008; van Doorn 2011).

2.1.2. A novényi sejthalal tipusainak csoportositasa

A novényi PCD-t attol fiiggden, hogy milyen jel valtja ki, két nagy csoportra lehet osztani: a
kornyezet altal indukalt (pl.: lizogén aerenchyma kialakulasa, hiperszenzitiv reakcid) és a
fejlddés sordn szabalyozott sejthalalra (levél morfogenezis, virdgzas, gyokérfejlédés, mirigyek
kialakuldsa, szeneszcencia). A fejlédéskor végbemend PCD-t belsd jelek, ezzel szemben az
elézot kiilsé tényezok, biotikus és abiotikus stresszorok valtjak ki (Woltering 2004;
Gunawardena 2008).

A ndvényi PCD morfologiai és biokémiai szempontok szerint torténd csoportositasa az
utdbbi idében jelentds valtozasokon ment keresztiil; még nem olyan jol definidlt, mint az allati
PCD. Van Doorn és Woltering (2005) morfologiai szempont szerint harom csoportba osztotta a
novényi sejthalalt: autofag, apoptozisszerii és nem lizoszomalis, vagy nekroézisszerii PCD.
Gunawardena (2008) a novényi sejthalalt citologiai tulajdonsagok alapjan harom csoportra
bontotta: gyors, apoptozis szerti PCD, szeneszcencidhoz kapcsolt PCD, valamint a kdzponti
vakudlum Korai szétszakadasdhoz kotheté PCD. A novényi PCD morfologiai tipusainak
meghatarozasa és csoportositasa az utobbi években sok vitat valtott ki (Cacas és Diamond 2009

vs. Love és mtsai. 2009). 2011-ben az egymadssal szemben allo iskolédk képviseldi kozosen két
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csoportra osztottak fel a novényi PCD-t. Az egyik a ,,vakuolaris PCD”, melynek fobb
biokémiai jellemzOi az autofagikus aktivitds, a vakudlum savasoddsa, a citoszkeleton
ujrarendezddése, a ,,vakuolaris processzalé enzim” (VPE) aktivdloddsa. A masik ut a
,nekrozis”, amire jellemz6 a mitokondridlis membran permeabilizaloéddsa (MMP), a respiraciod
csokkenése, az ATP szint csOkkenése, reaktiv oxigén- (ROS) és nitrogénformak
akkumulalédasa (van Doorn és mtsai. 2011). Van Doorn (2011) késObbi munkajaban mar
,mautolitikus” és ,,nem autolikus” novényi PCD-16l ir. Az ,,autolitikus” PCD-hez tartozik to6bbek
kozott a fejlodés, a kozepesen erds abiotikus stressz €s a szeneszcencia altal kivaltott PCD. Az
autofagiat ide sorolja, de megjegyzi, hogy szamos példa van, amikor az autofagia késlelteti a
PCD-t. A ,,nem autolitikus” PCD-hez sorolja a HR-indukalt PCD-t.

Ezek alapjan a dolgozatban az ,autolitikus” PCD-hez tartozé szeneszcencia ¢és

autofagia, és a ,,nem autolitikus” PCD-hez tartoz6 HR f6bb jellemzdit irjuk le.

2.1.2.1. A szeneszcencia

A szeneszcencia a novényekben bekdvetkezd lassu sejthalal, amely magéaba foglalja a sejtek
rendezett elpusztulasat az idés szovetekben, és lehet6vé teszi a tapanyag Ujrafelhasznalasat
ezekbdl a részekbdl, a novény tobbi részének tulélése érdekében (Love és mtsai. 2008;
Krupinska és Humbeck 2008). Szervszintii 6regedéskor fokozodik a proteaz aktivitas, amely
soran két fontos folyamat mehet végbe. Az egyik, amikor a nitrogén Ujraelosztasa torténik az
oregebb levelek (forrds) és a fiatalabb levelek, valamint a gydkér és a termés kozott
(felhasznald hely). A masik folyamat, az altalanos ,,protein turnover”, ami alatt a ndvekedés
soran felhalmozodott fehérjék degradalodnak, ¢€és a szeneszcencia-indukalt 1) fehérjék
szintetizalodnak (pl. a glutamin-szintetaz aktivitds fokozodasa) (Quirino €s mtsai. 2000;
Noodén 2004).

A szeneszcencidt belsd ¢és kiilsd faktorok pl. exogén novényi hormonokkal torténd
kezelés, arnyékolas, extrém homérsékletvaltozas, patogéntamadas, UV-B sugarzas és az 6zon
indukalhatja (Quirino és mtsai. 2000; Love és mtsai. 2008).

A szeneszcencia tipikus jele a levelek klorofill tartalmanak csokkenése és a sargulas,
amely soran a klorofill egyik bomlasterméke (Buchanan és mtsai. 2000; Quirino és mtsai.
2000; Noodén 2004) és a kloroplasztisz gerontoplasztissza torténd atalakulasa (Thomas és

mtsai. 2003; van Doorn 2005) indukalhatja a PCD-t. Ezaltal a fotoszintézis aktivitasa ¢és a
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RUBISCO fehérje kis és nagy alegységének és az ezt kodolo RNS-eknek a mennyisége is
csOkken (Chandlee 2001; Palma és mtsai. 2002).

A fotoszintézis aktivitasanak csokkenése azonban nemcsak az oregedési folyamatokat
befolyasolja, hanem a fotoszintézis termékeinek, a cukroknak a metabolizmusat is (Love és
mtsai. 2008).

A szeneszcencia soran szamos szeneszcencidhoz kapcsolt gén expresszidja fokozodik,
amit ludfiiben SAG-nak, ,,senescence-associated” géneknek neveziink. Koztik olyanok is
talalhatoak, amelyek nagy hasonldsagot mutatnak kiilonbozé cisztein proteazok szekvencidival
(Buchanan és mtsai. 2000).

A szeneszcencidt szdmos hormon ¢és kornyezeti tényezd szabdlyozza: indukélja az
etilén, jazmonsav, SA, gatolja a fény ¢és a citokininek (Love és mtsai. 2008).

Az abszcizinsav (ABS) szerepe a kiilonb6zé szervekben, szovetekben eltéré lehet a
folyamatban. Az aleuron sejtrétegben a gibberellinsav (GA) és a hidrogén-peroxid (H,O;) részt
vesz a sejtekben bekdvetkezd sejthalal indukcidjaban a tdpanyag mobilizalasakor, az ABS és a
nitrogén-monoxid (NO) viszont hozzdjarul a sejtek ¢€letképességének fenntartdsdhoz, ami mas
szovetekben a PCD indukalasahoz is vezethet (Love és mtsai. 2008).

A citokininek késleltetik a szeneszcenciat (Chandlee 2001; Love és mtsai. 2008), de
ennek az ellenkezdje is ismert, amikor a nagy mennyiségben alkalmazott citokinin (6-
benzilaminopurin) serkenti a PCD-t (Carimi és mtsai. 2004). A gyokércsics a citokinin
szintézis 16 helye, éppen ezért az itt végbemend stresszhatasok determindljadk a névény sorsat
(van Doorn 2005).

Az etilén (ET) pozitiv regulatora a szeneszcencianak. Ludfii ore9 mutansban lassul a
szeneszcencia folyamata, mert hibas az ET, ABS és metil-jazmonsav jelatvitele (Kuriyama és
Fukuda 2002). Az old1 mutans ludfiiben, ahol az ET jelatvitel gatolt, a levelek életképessége
nagyobb, mert a SAG gének expressziojanak indukcidja késleltetett (Greenberg 1996).

A jazmonsav (JA) az ET-nel egymast erdsitve indukalja a szeneszcenciat. A hormon
szerepét igazolta a folyamatban, hogy az exogén JA kezelés indukalta a szeneszcenciat zabban,
de a JA érzéketlen coil mutansban ez elmaradt (Love és mtsai. 2008).

Ultrastrukturalis ~ vizsgalatok  bebizonyitottdk, hogy a szeneszcencia soran
megfigyelhetoek a PCD tipikus jellemz6i. Orzdez és Granell (1997) DNS fragmentaciot
mutattak ki a beporzads nélkiill maradt borsé bibe sejtjeiben, valamint apoptotikus
jellegzetességeket figyeltek meg a sziromlevelek szeneszcencidja soran. A szerzok leirtdk

tovabba a szeneszcenciaval kapcsoltan miikoddé ET altal szabalyozott DNS fragmentaciot is.
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Ezek az eredmények kézvetlen bizonyitjdk, hogy a novények természetes dregedési folyamatai

soran is indukalodik a PCD.

2.1.2.2. Az autofagia

Az autofagia a sejtek onemésztése (self-eating), amely soran a citoplazmatikus komponensek a
vakuolumban bomlanak le. Természetes folyamat, amely a novények fejlédése soran a
kezdetektol, az embriogenezistél kezdve a szeneszcenciaig végbemehet egyes sejtekben (van
Doorn 2005). Az autofagia fontos szerepet t6lt be a tapanyagok mobilizalasaban, cukor- és
nitrogén ¢hezés esetén és a levelek Oregedésekor (Bassham 2007; Hofius és mtsai. 2011),
ugyanis korlatozott tapanyag ellataskor teljes kloroplasztiszok és a bel6lik szarmazo
RUBISCO autofagiaval degradalodik a szeneszcencia kialakulasakor (Wada és mtsai. 2009).

Love és mtsai. (2008) a novényi PCD csoportjainak kialakitasara tett kisérletiik soran az
autofagiat a sejthaldl egy lassabb modjanak irtdk le, amelynek morfoldgiai kritériuma a
kromatin kondenzalodasa és a citoplazma erés autofagikus vakuolizalédasa (Cacas és Diamond
2009). Az autofagoszoma a citoplazmaban képz6do, kettés membrannal koriilvett képlet, amely
fuzionélhat az endoszomaékkal, végiil a vakuélummal. A vaku6lumbdl kiszabaduld hidroldzok
eredményeként a sejttartalom megemésztddik, valamint ezzel egyidében a tonoplaszt
degradalodik (Bassham 2007).

Allatokban és novényekben az autofagoszoma kialakulasahoz nélkiilozhetetlen az ATG
gének expresszioja (AUTOPHAGY), amelyek erésen konzervaltak, és az éleszté 18 ATG génje
koziil a legtobbet mar azonositottak a novényekben is (Meijer és mtsai. 2007). Szamos ladft
atg mutansban nem mikodik az autofagia jelensége, de mindegyik normalis ¢€letjelenséget
mutat tapanyagban gazdag feltételek mellett. Ezek a mutansok azonban a tdpanyagok hianyara
rendkiviil szenzitivek, ekkor ugyanis néhany ATG gén expresszioja indukalodik (Yoshimoto és
mtsai. 2009). Az ATG6 gén elcsendesitése dohany novényben csokkent autofagiat és dohany
mozaik virussal fertézott részeken kiterjedt klorotikus sejthalalt indukalt (Liu és mtsai. 2005).
Az ATG gének hianya mas tipust sejthalalformahoz (Love és mtsai. 2008-as nomenklaturaja
szerint ,,apoptozis-szerli” sejthalalhoz) vezet taplalékhiany és patogénfertézeés esetén (Love €s
mtsai. 2008).

Az atg?2 és atgS mutansok nagy mennyiségben akkumulalnak SA-t. Yoshimoto és mtsai.
(2009) bizonyitottak, hogy az atg5 mutécio altal indukalt korai szeneszcencia gatolhat6 az atgds

¢s NahG (szalicilat-hidroxilazt kodold gén) ill. sid2 (SA bioszintézisben szereplé gén) vagy
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crer

jelatvitelét és szerepét a gyors HR-ben. A novényi hormonok koziil a JA és az ET pozitivan
szabalyozza a folyamatot, és szintén megfigyelheté a ROS és H,O; produkcié ndvekedése is

(Love és mtsai. 2008).

2.1.2.3. A hiperszenzitiv reakcié (HR)

A szeneszcenciaval szemben a HR soran a PCD gyors sejtelhalést eredményez, igy képezve
akadalyt a patogénfertdzés tovabbterjedése eldtt (Dangl €s mtsai. 2000). A ndvényeknek
ugyanis az allatokkal szemben nincsen olyan immunrendszere, ahol specialis sejtek (pl.
makrofagok) megtamadnak, legyengitenék és eltavolitandk a kiilonb6z6 patogéneket. Ehelyett
a novények tobb védekezési stratégiaja kozil az egyik a PCD indukalasa. A gyors HR
valamilyen patogén (pl. dohanymozaik virus, Pseudomonas syringae, Vigna unguiculata) vagy
patogén altal kivalasztott molekula (elicitor) (pl. AAL-toxin, viktorin, fumonisin B1) okozta
infekcid koriil alakul ki (Van Doorn és Woltering 2005). Bizonyos ludfii mutansok, mint az
acd? (accelerated cell death 2) és az Isd (lesions simulating disease) patogén tamadasa nélkiil,
spontan aktivaljak a HR folyamatat (Greenberg 1996).

A fertézésre adott novényi valasz harom szakaszbol all: a korokozé felismerésébdl, a
jelatviteli folyamatok meginditasabol és végiil a védekezési program megvalosulasabol (Scheel
1998). Az immunvalasz kialakulasanak eléfeltétele, hogy a patogén avirulencia (avr) génjének
fehérjetermékét a novény rezisztencia (R) génje altal kodolt fehérje kozvetve vagy kozvetlentil
felismerje. Az igy aktivalt jelatviteli program aktivalja a védekezési mechanizmusokat a
fertézés helyén illetve a szisztemikusan szerzett rezisztencianak (SAR) nevezett folyamaton
keresztiil gatat szab a patogén szaporodasanak a nem fert6zott szovetekben is (Brodersen és
mtsai. 2005). Az elsddleges védelmi vonalat az un. ,mintafelismerd receptorok™ (pattern
recognition receptors: PRRs) jelentik, melyek a mikrobahoz (MAMP) vagy a sériiléshez kotott
(DAMP) molekularis mintazatot felismerik és immunvalaszt generalnak. A PPR-ek
transzmembran receptor-szerti kinazok (RLK), melyek kiils6 doménja leucinban gazdag
ismétlédéseket tartalmaz, intracellularis kindz doménja a MAPK kaszkadon keresztiil a MAMP
okozta immunvalaszt eredményezi (Coll és mtsai. 2011). Rezisztens ndvényekben, vagyis az
inkompatibilis gazda-korokozo kapcsolatban végbemend gyors sejtelhalassal jaro HR azonban
eltér a nekrozistol, mert genetikailag programozott és a gazdasejtben aktiv metabolizmust

igényl6 folyamat (Asai és mtsai. 2000). Morel és Dangl (1997) szerint a HR a védelem utolsod
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Iépése, amikor egyes sejten beliilli jelek atlépnek egy bizonyos hatarértéket ¢&s
visszafordithatatlanul indukéalodik a PCD.

A HR soran a gyors HyO; produkcioval jaro folyamatot oxidativ robbandsnak
nevezziik. H,O, forrasa lehet a folyamatban tobbek kozott az alternativ oxidaz (AOX) és a
plazmamembranhoz ko6tott NADPH-oxidaz is (Lam és mtsai. 2001). A HR soran akkumulalodo
ROS ¢és H,0, 6nmagaban is indukalja a PCD-t (Overmyer és mtsai. 2003). Azaltal, hogy ez a
citoplazmatikus Ca”* koncentraciot megemeli, a MAPK-k aktivalodasaval kapcsolt sejthalalt is
serkenti (Levine és mtsai. 1996; Ren és mtsai. 2002). A ROS mellett a nitrogén-monoxid (NO)
¢s a keletkezd peroxinitrit is fokozza a sejthalal mértékét (Delledonne és mtsai. 2001). A
kloroplasztiszoknak is kitiintetett szerepe van a HR-ban, egyrészt a ROS generalasaban, hiszen
sok esetben a HR kialakulasahoz fény sziikséges. Masrészt kiilonbozoé patogén effektoroknak a
kloroplasztiszokhoz kothet6 jele van (Coll és mtsai. 2011).

A HR soran megnovekedett SA akkumulacié és az altala generalt ROS és NO azt
bizonyitja, hogy az SA részt vesz a HR iddbeli és térbeli kiterjedésének szabalyozdsdban
(Alvarez 2000).

A HR soran a PCD olyan {6 jellegzetességei figyelhetoek meg a sejtekben, mint a
szabad 3°’OH-végli DNS torések valamint, a sejtmag és a citoplazma kondenzécidja (Greenberg
1996; Reape és McCabe 2008). A HR végbemenetelekor a plazmamembranban lokalizalt H*
pumpa aktivalodik, amit a patogének szintén aktivalhatnak (Greenberg 1996). Emellett a
novényi vakuodldris protedzok, a VPE-k is aktivalodnak és indukéljdk a vakuolum gyors
szétesését virus altal indukalt HR soran (Hatsugai és mtsai. 2004). Bizonyitottak azt is, hogy az
l-es tipusti metakaszpazok (AtMCI1) pozitiv regulatorai a HR-nak. Az Atmcl Kkiiitéses
(knockout) mutacio ugyanis csokkentette az Isdl kettés mutansokban a baktériumok és
oomycétak indukalta HR-t, mig a ll-es tipusi metakaszpaz negativ regulatora az I-esnek (Coll
¢s mtsai. 2011).

2.2. A PCD indukciojaban szereplé utak és azok fobb komponensei

novényekben

Az allati apoptdzis szamos szabalyozd €s végrehajtd komponensére mar sikeresen fény dertilt,
amely ismereteket felhasznalva lehetdség nyilt a novényi PCD tovabbi megismerésére. A
novényi sejthaldl bonyolult jelatvitelében olyan, részben allati sejtekben is miikodd folyamatok

mennek végbe, mint a ROS és reaktiv nitrogénformak képzodése, a citoplazmatikus kalcium
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koncentracio ([Ca2+]cit) novekedése, a mitokondriumok belsd terébdl a citokrom c
kiszabadulasa, a MAPK kaszkad aktivalodéasa, az ionhomeosztazis megvaltozésa, a sejttartalom
proteolizise, a DNS fragmentalodasa (Yakimova és mtsai. 2008). Ezeknek a folyamatoknak {6
szabalyozoi a kiilonb6z6é ndvényi hormonok lehetnek, mint példaul az ET ¢és az SA (Love és

mtsai. 2008), melyeket kiilon is részletesen targyalunk.

2.2.1. Reaktiv oxigénformak (ROS)

Oxidativ stressznek neveziink minden olyan folyamatot, amikor reaktiv oxigénformak (ROS)
képzbddnek a sejtekben, olyan mértékben, amit a sejt enzimatikus és nem enzimatikus védelmi
rendszere mar nem képes eliminalni és amely oxigénformék egymasba alakulva hozzajarulnak
a sejtalkotok és sejtek karosodasahoz. A ROS a PCD jelatvitelének f6 komponensei, amelyek
indukalhatjak a letalis folyamatokat, a fehérjék, lipidek, szénhidratok és a DNS modositasan
és/vagy karositasan keresztiil (Mittler és mtsai 2004; Van Breusegem és Dat 2006; De Pinto és
mtsai. 2012; Sierla és mtsai. 2013).

A ROS fiziologiai koriilmények kozott is képzddnek az aerob metabolikus folyamatok
melléktermékeként az oxigén részleges redukciojaval. A reaktiv oxigénformakat harom
csoportra oszthatjuk. Az egyik csoportot az oxigén szabadgyokok alkotjak, a szuperoxid
gydkanion ("0%), a hidroxil gyok (OH") és a hidroperoxil gydk (HO';), melyek parositatlan
elektronnal rendelkeznek. A masik csoportba tartozik a hidrogén-peroxid (H.0,), amely
tovabbi szabadgyok képzésre képes. A harmadik csoportba a rendkiviil reakcioképes szinglet
oxigén (*O,) tartozik, amely szabadgyokot nem képez (Wojtaszek 1997; Vranova és mitsai.
2002; Asada 2006). A szinglet oxigén jelatvitelben betoltott szerepét ludfiiben vizsgaltak. A
szinglet oxigén drasztikusan megvaltoztatja a génexpresszios mintazatot a ladfii flu mutansban,
amiben a plasztiszbol a sejtmagba torténd jelatvitel vizsgalhaté. Az EXECUTERI1 fehérje
inaktivalasaval csokkenteni lehetett a szinglet oxigén altal szabalyozott gének expressziojat, €s
emellett tisztazni az EXECUTER2 szerepét is, ami az EXECUTERI aktivitasat szabalyozza
(Van Breusegem ¢és Dat 2006; Lee és mtsai. 2007). A ROS kémiai tulajdonsdgai nagyon
eltérnek. A szuperoxid gyokanion mérsékelten reakcioképes, rovid életidejli oxigénforma,
amely korlatozottan képes a membranokon keresztiili difftiziora. A hidroperoxil gyok a
szuperoxid gyoOkanion protonalt formdja, ami lipidoldékonyabb. A hidroxil gyok a
legreaktivabb oxigénforma, ami a Fenton/Haber-Weiss reakciokban keletkezik és szamos sejten

beliili makromolekulat irreverzibilisen mddosithat és sejtorganellumokat karosithat (Wojtaszek
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1997; Vranova ¢és mtsai. 2002; Asada 2006). A hidrogén-peroxid a szuperoxid gyodkanion
Lebontasat a katalaz enzim (KAT) végzi, tovabbi enzimatikus lebontasat az aszkorbat-
peroxidaz is szabalyozza a Halliwell-Asada ciklusban. A hidrogén peroxid viszonylag stabil
molekula, amely a membranokon az akvaporinokon keresztiil képes atdiffundalni (Wojtaszek
1997; Vranova és mtsai. 2002; Asada 2006; Moller és Sweetlove 2010). A ROS eliminalasaban
az enzimatikus lebontason kiviil nem enzimatikus, vizoldékony antioxidansok, az aszkorbinsav
(ASA) és a glutation (GSH)) is részt vesznek, melyek millimolos koncentracidban
akkumulalédnak a kloroplasztiszokban (Foyer és Shigeoka 2011).

A hidrogén peroxid a legjobban tanulmanyozott ROS, ami szignalizaciés molekulaként
szabalyozza a stresszadaptaciot, az egyedfejlodés egyes 1épéseit és a sejthalalt (Apel és Hirt
2004; Gechev és Hille 2005; Breusegem és Dat 2006; De Pinto és mtsai. 2012). A H,0,-
indukalta PCD esszencidlis jelatviteli komponense a HR-nek, az allelopatikus novény-novény
kolesonhatasoknak és a szeneszcencianak (Gechev és Hille 2005; Love és mtsai. 2008).
Alvarez és mtsai. (1998) bizonyitottdk a H,O, szerepét az SA hatdsahoz is kotédé SAR
kialakitasaban, ahol is a HyO, sziikséges a védekezési gének, mint példaul a glutation-S-
transzferdz (GST) és a patogén kapcsolt (PR) gének expresszidjahoz. Exogén H,0, kezelés
Onmagaban is kivaltja a PCD-t, viszont magas koncentraciéban alkalmazva PCD helyett
nekrozist okozhat (Yao és mtsai. 2001). A H,0,, mint szignal kozvetitése a MAPK kaszkad
aktivalodasan keresztiil, a Ca* fluxus, a cellularis redox allapot médosulasaval valamint mas
szignalizacios molekuldkkal (NO) és hormonokkal (SA, ET) kdlcsonhatva is megvalosulhat
(Gechev ¢és Hille 2005).

A PCD soran szoros kapcsolat van a fitohormonok, a ROS és mas szignalizacios
molekulak, igy az NO kozott (Overmyer és mtsai. 2005). Az SA és az ET példaul egy pozitiv
,feedback ciklus” részeként segitik el6 a ROS-figgé PCD-t, ugyanis a sejthalalt mindkét
hormon novekedett szintje kisérheti, és mindkét hormon emeli a ROS szinteket (Danon és
mtsai. 2005). Az ABS a NADPH-oxidaz mtikddésén keresztiil general H,O,-0t, aminek fontos
szerepe van a sztomazarasban is (Neill és mtsai. 2002.), emellett a H,O, sziikséges az ABS-
indukalta szeneszcencia indukcidjahoz is rizsben (Hung és Kao 2004).

ROS képz6dését okozzak egyrészt abiotikus (pl. sostressz, szarazsag stressz, alacsony ill.
magas homérséklet, tdpanyaghiany, magas fényintenzitas, ozmotikus stressz, sebzés, 6zon, UV)
valamint biotikus stresszhatasok (pl. patogén fertézések) is (Overmyer és mtsai. 2003; Van

Breusegem és Dat 2006; Wrzaczek és mtsai. 2009; Sierla és mtsai. 2013).
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ROS szamos helyen és modon keletkezhet a sejtekben, tobbek k6zott a mitokondriumokban, a
kloroplasztiszokban, peroxiszomaban, plazmamembranhoz kotott folyamatokban és az
apoplasztban (Jones 2000; Overmyer és mtsai. 2003; Ahmad ¢és mtsai. 2008; Sierla és mtsai.
2013).

A mitokondrialis elektrontranszportlinc miikodése kozben az I-es és Ill-as komplex,
valamint az alternativ oxidaz (AOX) katalizalja az elektronaramlast a molekularis oxigénre,
ahol szuperoxid gyokanion keletkezhet, ami H,0,-vé dizmutalédhat (Lam és mtsai. 2001,
Moller 2001). A mitokondridlis oxidativ stressz a mitokondridlis membranpotencial
csokkenését okozza, ami a PCD tovabbi 1épéseinek, igy a citokrom c kieresztésének fontos
eleme (Vianello és mtsai. 2007).

A kloroplasztiszokban a fotoszintetikus elektrontranszportlanc mitkddése kézben ndhet
meg a ROS mennyisége. Szinglet oxigén keletkezik a II-es fotokémiai rendszer (PSII)
miikddése kdzben, szuperoxid gyok anion keletkezik az 1. fotokémiai rendszer (PSI) miikodése
soran, amely CuZn-SOD hatasara gyorsan atalakul H,O,-vé a kloroplasztiszban (Asada 2006;
Sierla és mtsai. 2013).

A fotoszintetikus elektrontranszport végsé elektronakceptora, a NADPH pool
tulredukaltsdganak elkeriilése érdekében a C3-as ndvényekben kialakult az Gn. fotorespiracio
jelensége, amely soran reaktiv H,O, képzddik a peroxiszomakban. A peroxiszomak egyrétegii
membrannal kortlvett sejtszervecskék, ahol a fotorespiracio €s az urea metabolizmusa zajlik. A
ROS képzoédése mellett reaktiv nitrogénformak is keletkeznek a peroxiszomakban, melyek
jelmolekulaként funkcionalhatnak (del Rio és mtsai. 2006).

A plazmamembran lokalizalt NADPH-oxidaz (NOX, Rboh) kulcsszereppel bir az
oxidativ folyamatok kialakitdsaban. A NADPH-oxidaz mikodése kozben szuperoxid
gyokaniont general az apoplaszt felé, ami gyorsan atalakul H,O2-vé (Lam 2004; Gechev és
Hille 2005). A NADPH-oxidaz miikodésével jarul hozza a sejtrdl-sejtre torténd ROS hullam
kialakulasahoz a névényekben (Mittler és mtsai. 2011).

A sejtfal-kotott peroxidazok is megndvelik a ROS produkciét a HR soran, kiilonb6z6
novény-patogén interakciok kdvetkezményeként (Bindschedler és mtsai. 2006).

Az oxalat oxidaz és az amin oxidazok (poliamin-oxidaz, diamin-oxidaz) a H,O,
produkcid novelésével szintén fokozzdk a HR-t patogéntdmadast vagy elicitor kezelést
kovetden (Lane 2002; Yoda és mtsai. 2006).

A novényi sejtekben kifinomult stratégidk alakultak ki az intracellularis ROS
eliminalasara, amelyeket két csoportra oszthatunk: az elkeriilést eldsegitd és a detoxifikélo

mechanizmusok csoportjaba. El6bbihez tartozo stratégia példaul a levelek podrédése vagy a
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PSIl fotoinaktivacigjat okozo D1 protein degradacidja, ami gatat szab a ROS talzott
termelddésének magas fényintenzitas esetén (Mittler 2002; Mullineaux és Karpinski 2002). A
detoxifikdld mechanizmusokban szamos ROS-t elimindldo enzim (SOD, KAT, aszkorbat
peroxidaz (APX)) vagy nem enzimatikus antioxidans (ASA, GSH, karotinoidok) vesz részt,
amelyek kodolo génjeinek kiiitésével vagy éppen tultermeltetésével bizonyithaté a ndvényi
novekedést, biotikus és abiotikus stresszvalaszokat szabalyozo, intracellularis ROS szintjeinek
1997; Vranova és mtsai. 2002; Asada 2006; Foyer és Shigeoka 2011; De Pinto és mtsai. 2012).
Ilyen példaul a KAT1 génjét csokkentve kifejezé dohany ndovény, ahol H,O, akkumuléalodas és
a sejthalal indukci6 figyelhetd meg erds fényintenzitas alatt a paliszad parenchima sejtekben
(Dat és mtsai. 2003). De Pinto és mtsai. (2006) emellett bizonyitottdk, hogy a citoszolikus
APX-nek kulcsszerepe van a sejtek védelmének vagy halalindukcidjanak szabalyozasaban,
hasonloképpen az ASA tartalomnak is. A GSH szint, valamint a GSSG/GSH arany pedig a
mitokondriumok redox allapotaval egyiitt meghatdrozza a citokrom c-fliggd PCD indukciot
(Hancock és mtsai. 2001).

A kiilonboz6 modokon az egyedfejlodés, abiotikus-, biotikus stressz soran keletkezett
ROS, nemcsak a sejtorganellumok karositasaban vesznek részt, hanem jelmolekulaként is
funkcionalhatnak. Erre a H,O; a legalkalmasabb oxigénforma, mivel ez a leghosszabb ¢életidejti
¢s a membranokon is képes atdiffundalni az akvaporinok kozvetitésével. H,O, indukélja a
MAPK kaszkadot, Ca®" fluxust okoz, kinazokkal és foszfatazokkal hat kolcson é€s specifikus
gének expresszigjat indukalja. A ROS Aaltal oxidalt fehérjék masodlagos hirvivoként

funkciondlhatnak a mitokondrium, kloroplasztisz, peroxiszoma vagy sejtorganellumok kozott

cpey

2.2.2. Reaktiv nitrogénformak

A reaktiv nitrogénformak ugy, mint a nitrogén-monoxid (NO) és a peroxinitrit (ONOO) intra-
és intercellularis szignalizaciés molekulaként részt vesznek szamos biokémiai és fiziologiai
folyamat szabalyozasaban, a fejlodéstdl kezdve az abiotikus- és biotikus stresszvalaszokon at a
PCD és a védelmi folyamatok szabéalyozasaig (Desikan és mtsai. 2004; Moreau és mtsai. 2010;
Wang és mtsai. 2010c).

Az NO rovid életidejli, gaz halmazallapotu szabadgyok, amely koncentraciotdl fiiggéen

hirvive és sejtkarositd funkcioval rendelkezik (Wang és mtsai. 2010c¢). 1992-ben az NO-t a
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Science az ,,6v molekuldjanak™ valasztotta meg (Koshland 1992). Az NO szerepét szamos
human betegségben (Alzheimer kor, Parkinson kor, agyvérzés stb.) leirtdk, majd a
novénybiologiaban Leshem és Harmaty (1996) és Delledone és mtsai. (1998) altal a Nature-be
irt cikk hozott robbanasszeru fellendiilést az NO kutatasaban. Az NO-t azonositottak, mint
jelmolekulat a HR sordn, a bakterialis- €s viralis patogénfertdzésre adott ndvényi valaszban.
Mara az NO altal szabalyozott jelatvitel szamos eleme felderitésre kertilt a ndvényekben, a fent
leirt belsd- és kiilsé stimulusokat kovetéen, mint példaul a névényi hormonok jelatvitelével
valo kapcsolata (ABS, SA, ET), a ROS-sal, Ca®" és a MAPK kaszkaddal valo interakcioja és a
sztdbmazarasban betoltott szerepe (Lamattina és mtsai. 2003; Neill és mtsai. 2003; Neill és
mtsai. 2008). Az NO hatassal van a fotoszintézisre is, ugyanis képes reverzibilisen gatolni a
fotoszintetikus elektrontranszportlancot (Takahashi és Yamasaki 2002; Wodala és mtsai. 2008;
Ordég és mtsai. 2013). Emellett az NO nemcsak keletkezhet a mitokondriumban a nitrition 111-
as ¢s IV-es komplex 4ltali redukcidja soran, hanem a mitokondrium fehérjéire is hatast
gyakorolhat. Az NO ugyanis képes kotddni reverzibilisen a citokrom oxidazhoz. Ezaltal zavart
okoz az elektrontranszportban, gatolja a respiraciot és indukalja a szuperoxid gyOkanion
produkciot, valamint képes az I-es komplexet S-nitrozilalni. Mindezek hozzajarulhatnak a PCD
indukciojahoz (Gupta és mtsai. 2011).

Moreau és mtsai. (2010) két f0 csoportra osztja az NO szintézis mechanizmusat a
novényekben. Az els6 az un. ,,reduktiv Gitvonal”, ide tartozik tobbek kozott a nitrat-reduktaz (NR)
miikodése soran a nitritbdl keletkezé NO. Ludfii nial és nia2 nitrat-reduktaz mutansban igazoltak,
hogy a mutansokban az NO produkcio csokkent mértékii, felvetve annak a lehetdségét, hogy az
NR-nek szerepe van az NO produkcioban. Ugyancsak keletkezik NO a nitritb6l a mitokondrialis
elektron transzportlanc miikddése kozben, valamint a nem enzimatikus hatasokra, savas pH-n és
redukalo koriilmények kozott ASA jelenlétében. A masik csoport az Un. ,,oxidativ utvonal”, ahova
az arginin citrullinné torténd atalakuldsa sorolhatd. A reakcidt az NO szintaz (NOS) katalizalja
allatokban. Feltételezték, hogy NOS-szerli aktivitds a ndvényekben is kimutathatdé (Atnoal
mutansok), de az enzim megléte ndvényekben a mai napig nem bizonyitott. Ide sorolhat6 a
poliaminok (spermin, spermidin) és a hidroxilamin altal generalt NO szintézis is.

Az NO-indukalta jelatvitel Gsszetett halozatot alkot. Egyrészt az NO kelatalni képes a
guanilatciklaz (GC) porfirin gytiriijében 1évé vasatomot, igy masodlagos hirvivok szintézisének
serkentésével, a ciklikus guanozin-monofoszfatok (cGMP) és a ciklikus ADP-rib6zon (cADPR)
keresztiil képes fiziologiai valaszt generdlni (Lamotte és mtsai. 2005). Masrészt a cisztein tartalmu
fehérjék S-nitrozilacidjaval és a tirozin nitracidoval enzimaktivitast, ioncsatorndk miikodését,
transzkripcios faktorok aktivitasat szabalyozza, strukturalis- €és szignal fehérjékben okoz valtozast.

fgy az NO poszt-transzlacios modositasokkal meghatarozott génexpressziés- és metabolikus
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valtozasokat idéz elé és fiziologiai valaszt general (Moreau ¢és mtsai. 2010). Az NO képes
megemelni a citoszolikus szabad Ca®* szintet is, igy a Ca®* csatorndk aktivalasa révén a Ca®*-fiiggd
protein kinazok (CDPK) és a Ca?*-kalmodulin-fiiggd proteinkinazok (CAM) aktivalasaval
jelatviteli utakat indit be (Lamotte és mtsai 2005).

Az NO-indukalta folyamatok koncentraciotol fiiggéen hozzajarulhatnak a sejtek
védelméhez vagy éppen PCD-t indukalhatnak. Az NO antioxidansként is funkcionalhat és
késleltetheti a PCD-t arpa aleuron rétegében GA kezelést kdvetden (Beligni és mtsai. 2002). Az
NO az SA-val kézosen hatarozza meg a ndvények immunitasat azaltal, hogy az NO az SA
jelatvitelében szereplé NPR1 fehérjét a 156-os ciszteinen és az SA-koté fehérjét (SABP3) a
280-as ciszteinen keresztiil S-nitrozilalja, ami az NPR1 esetén hozzajarul az oligomer forma
fennmaradasahoz (Tada és mtsai. 2008; Spadaro és mtsai. 2010), mig masok szerint az NO
donor GSNO kivaltja az NPR1 sejtmagi lokalizaciojat (Lindermayr ¢és mitsai. 2010).
Delledonne és mtsai. (1998) igazoltak szerepét patogéntamadast kovetéen a HR-ben, amikor is
a sejtekben gyors NO és H,0, produkciét detektaltak. Onmagaban azonban a magas NO szint
nem okoz sejthalalt. Szuperoxid gyokanionnal (a dizmutdz reakcioval versengve) rendkiviil
karos szarmazékka, peroxinitritté alakulhat, ami a fehérjéket, lipideket, RNS-t és a DNS-t is
kérosithatja. A PCD mértékét tehat az NO:szuperoxid gydkanion arany hatarozhatja meg
(Delledonne és mtsai. 2001). Corpas és mtsai. (2004) igazoltak azt is, hogy a peroxiszomabol
szarmazo ROS ¢és NO részt vesz borso levelek szeneszcenciajanak indukcidjaban.

Az NO emellett szamos fehérjét képes a cisztein aminosavaikon keresztiil S-nitrozilalni
¢s azok funkcidjat poszt-transzlacidsan modositani, koztilk a fotoszintézisben résztvevd D2
fehérjét, a RUBISCO kis- és nagy alegységét, szamos redox folyamatban részvevd enzimet
(SOD, KAT, APX) és proteaz inhibitorokat (cisztein- €s szerin proteaz inhibitor) (Lindermayr
és mtsai. 2005; Kato és mtsai. 2012).

2.2.3. Kalcium

A citoplazmatikus szabad kalcium koncentracié ([Ca*']eit) emelkedése a PCD jelatvitelének
fontos komponense, a Ca?* ugyanis masodlagos hirvivéként funkciondl a sejtek jelatviteli
halézataban. A hirvivé funkciot a [Ca®*]qi emelkedése teszi lehetévé, ami a
sejtorganellumokbol (mitokondrium, endoplazmatikus retikulum (ER)), a vakuélum és a sejtfal
apoplasztikus kompartmentjébol transzportalodik a citoplazmaba. A citoplazmaban jelent6s

mennyiségli Ca®* kotédik a citoszkeletonhoz és a membranfeliiletekhez. Kiilsé jel hatasara a
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kalciumcsatorndk nyitodnak és a Ca®*" bearamlik a citoplazmaba, majd a csatornak rogton
zérédnak is. A kalciumionokat azutin a Ca®*-ATPazok pumpaljak vissza az intracellularis
raktarakba vagy az apoplasztba. Ez az atmeneti szabad kalciumion koncentracidemelkedés
néhany masodperctdl tobb percig is eltarthat. Az intracellularis membranokon lokalizalodo
vizoldékony inozitol-1,4,5-trifoszfat (IP3) jatszik szerepet, ami a csatornafehérjéhez valo
kapcsolodas utan az endomembranokon talalhaté Ca** csatorndkat nyitja. A kalcium jelatvitel
eredményeképpen kiilonb6zo génexpresszids valtozasok torténhetnek, melyek kialakitdsaban a
négy kalciumionnal komplexet alkotdé kalmodulin (CaM) és az igy alkotott komplex altal
aktivalt proteinkinazok vehetnek részt a novényekben specifikus Ca**-fliggd protein kinazokkal
(CDPK) egyiitt (Erdei 2004; Harper és mtsai. 2004).

Az oxidativ stressz is Ca®" fluxusvaltozast okoz, melyet a H,O, szint tovabbi gyors
emelkedése kovet, ami a PCD-t fokozza (Rentel és Knight 2004). De Jong és mtsai. (2002) a
kalciumcsatorna blokkold LaCls alkalmazédsaval igazoltdk a Ca®* esszencialis szerepét a
kamptotecin- (CPT) indukalta PCD folyamataban, ahol a sejthalal mértéke 75%-kal csokkent a
blokkoloszer hasznalatat kovetden. Yakimova és mtsai. (2008) szintén sikeresen tudtdk a
[Ca®*].it emelkedésének és a CaM-nak a blokkolasaval, EGTA kelatképzd és W7 blokkold

szerek hasznalataval a kadmium-indukélta PCD mértékét csokkenteni.

2.2.4. A mitokondriumban és az endoplazmatikus retikulumban (ER) bekovetkezo

valtozasok

A mitokondriumok és az endoplazmatikus retikulum (ER) kdzponti szerepet jatszanak a PCD
indukciodjaban, az ezt indukalo jelek észlelésében és olyan biokémiai folyamatok elinditojaként,
amik a sejtek kontrollalt pusztulasahoz vezetnek (Smaili és mtsai. 2003; Scott és Logan 2008).

A kiilsnbéz8 PCD-t indukalo hatasokra a [Ca®‘].t novekedés sejthalal szignalként
valtozasokat indukal a mitokondriumokban (Smaili és mtsai. 2003). Az AOX fokozott
mukodésének hatasara oxidativ robbanas torténik, aminek kovetkeztében a mitokondrialis
membranpotencial 6sszeomlik, az ATP tartalom csokken, a citokrom ¢ Kijut a mitokondrium
kett6s membranja kozti térbdl a citoplazmaba (Vianello és mtsai. 2007).

A citokrém c kieresztése a citoplazmaba a novényi PCD kozos eleme az allati
apoptozissal. A citokrom c¢ az allati sejtekben a kaszpaz kaszkadot aktivalja, kidramolva a

mitokondriumbo6l az Apaf-1-gyel, a citoplazmaban elhelyezkedé apoptotikus proteaz aktivalo
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faktorral és a kaszpaz 9-el egyiitt az apoptoszoma kialakitasaban vesz részt, amely az effektor
kaszpaz 3-at aktivalja. A citokrém c a terminalis oxidaci6 elektrontranszportjanak kozvetitéje a
I és IV komplex kozott (Jones 2000), és kieresztésének egyik elsé megfigyelését
novényekben Stein és Hansen (1999) tette, amikor kukorica sejtekben leirtak ezt a folyamatot a
PCD soran. Chen és mtsai (2009) rizs gyokerében figyelték meg a citokrom c kiszabadulasat a
mitokondriumokbol, valamint az ezzel egyiitt jar6 oxidativ robbanast és a DNS
fragmentalodasat. A citokrom c kieresztésének magyarazatara tobbféle elmélet 1étezik (Jones
2000; Lam és mtsai. 2001; Vianello és mtsai. 2007): Az allati apoptdzis analdgiajaként a
citokrom c¢ kieresztést magyarazzak a permedbilitasi tranziciés porus (PTP: permeability
transition pore) kialakulasaval és nyitddasaval, amit a magas Ca’* szint és az alacsony ATP
szint indukal, a ciklosporin A viszont (CsA) gatol. Ezen elmélet szerint a mitokondrium kiilsé
membranjan bejutd viz a mitokondriumok duzzaddséhoz vezet, aminek hatasara a kiilsd
membran dezintegraldddsa utan a citokrom c kijut a citoplazméba. Egy mésik elmélet szerint a
mitokondriumok nem duzzadnak meg, hanem az adenilat transzporter ¢és a fesziiltség fliggd
anion csatorna (VDAC) kapcsolddasaval a mitokondrium membranon kialakuldo PT péruson
keresztlil aramlik ki a citokrém c. A PCD soran megfigyelttk VDAC expresszidjanak
novekedését is (Swidzinski és mtsai. 2004).

A VDAC szabalyzasdban a Bcl-2 fehérjecsalad is részt vesz. A PCD-ben betoltott
szerepuk alapjan a fehérjecsaladot két csoportra osztjak: proapoptotikus (Bax, Bak, Bad, Bcl-
Xs) és antiapoptotikus (Bcl-2, Bcl-X., Mcl-1) tagokra, amelyek koziil egyes fehérjék
szabalyozzdk a VDAC-n keresztiili citokrém c kidramlast a mitokondrium borit6 membranjai
kozti térbdl a citoplazmaba (Danon ¢és mtsai. 2000; Kopper €s Féstis 2002; Ishikawa és mtsai.
2011).

Az allati PCD-t szabalyozo Bcl-2 fehérjecsalad tagjai koziil, a proapoptotikus Bax
homologjat nem talaltdk meg ndvényekben. Az éllati sejtekben ez a fehérje a mitokondrium
killsé membranjahoz kapcsolédik és atjarhatova teszi azt a Ca®* ionok szamara. Ektopikusan
expresszalt Bax hatasara a mitokondridlis membranpotencidl Osszeomlasat, ROS
novényekben is (Kawai-Yamada és mtsai. 2005). Ezzel szemben a Bax Inhibitor1-nek (BI-1)
homologjat azonositottdk példaul ludfiiben (Watanabe és Lam 2006). A BI-1 egy evoluciosan
konzervalt, ER lokalizalt, hét transzmembran doménnel rendelkezé sejthalal szupresszor, amit
indukal a hé- és hidegstressz, patogéntamadas és a HoO; kezelés (Watanebe és Lam 2009). A
Bl-1 az ER-stressz-indukélta PCD-ben jatszhat szerepet, az intracelluléris Ca®* fluxus és a

lipidmetabolizmus szabalyozasan keresztiil (Ishikawa és mtsai. 2011). A H,O, és az SA az
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AtBI-1 mRNA akkumulacidjat okozta, és az AtBI-1 tultermeltetése csokkentette a Bax-
indukalta ionkieresztést, valamint a H,O, és SA okozta sejthalal mértékét ladfa

sejtszuszpenzioban (Kawai-Yamada és mtsai. 2004).

2.2.5. MAPK kaszkad

A mitogén-aktivalt protein kindzok (MAPK) evoltuciésan konzervaltak, a novényi
szerin/treonin protein kindzok specifikus csoportjaba tartoznak. Kozponti szerepet jatszanak a
kiilonb6z6 extracellularis- és intracellularis jelek, koztiik az abiotikus- és biotikus stresszorok
¢és novényi hormonok (ABS, ET, SA, auxinok) szignal halozataban. A MAPK-0k foszforilacios
kaszkadot alkotva, egymas utani sorrendben, egymast foszforildlva tovabbitjadk a jelet. A
jelatvitel a kovetkezd sorrendben torténik: a MAP kinaz kinaz kindz (MAPKKK) aktivélja a
MAP kinaz kinazt (MAPKK), ami foszforilalja, ezaltal aktivalja a MAP kinazt (MAPK). Az
aktivalt MAPK pedig génexpresszids valtozdsokat indukal a sejtmagban (Zhang és Klessing
2001; Jonak és mtsai. 2002).

A MAPK kaszkad részt vesz a H,O; jel kozvetitésében. A ludfiit MAPK-ok koz¢ tartozo
MEKK1-et a H,0, és a sostressz aktivalja, ami kettd6 MAPKK homoléog (MKK1 és MKK2)
aktivatora, és ami tovabbi MAPK-at aktivadl (MPK4 ¢és MPK6) (Teige és mtsai. 2004). A
MEKKT1 4altal indukalt reakcidsor kozvetlen hat a WRKYS53 transzkripcios faktorra, ami részt
vesz az SA jelatvitelében és a szeneszcencia-indukalt PCD-ben (Miao és mtsai. 2007). Egy
masik jelatviteli ut a ladfiiben az OXI1 szerin/treonin kinaz kozvetitett jelatvitel, amit abiotikus
stressz ¢és a HyO, indukal (Rentel és mtsai. 2004). Ennek is része az AtMPK3 és az AtMPK6
aktivacidja, igy ezek a kinazok is részt vesznek a H,O, szabalyozta biotikus- és abiotikus
stresszvalaszokban (Gechev és Hille 2005). Az oxidativ stressz-aktivalt MAP tripla kinaz 1
(OMTKI1) egy masik specifikus, kizarolag H,O-indukalta (és nem abiotikus stressz altal
indukalt) kinaz, amely aktivalja a MAPK-ok kozé tartoz6 MMK3-at, ami szintén PCD-t
eredményez ludfiiben. Az MMKS-at az ET is aktivalhatja (Nakagami és mtsai. 2006). Jammes
¢s mtsai. (2009) bizonyitottak, hogy az ABS hatasara keletkez6 ROS a MAPK kaszkad elemein
(MPK9 ¢és MPK12) keresztiil aktivalja az anion csatornakat a sztomakban. Asai €s mitsai.
(2008) leirtak, hogy elicitor hatasara keletkez6 NO produkcié a SIPK/NTF4 MAPK-ok

jelatvitelén keresztiil torténik dohanyban.
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2.2.6. Az ionhomeosztazis megvaltozasa, kialium Kieresztés

Az ionok koziil a Ca** mellett a kdliumnak (K*) van kitiintetett szerepe a PCD el8idézésében,
mivel olyan fiziologiai folyamatokban vesz részt, mint az egyes enzimek miikodésének
szabalyozasa, a fotoszintézis, az ozmoregulacié és a sztomamiikodés (Marschner 2012). A K*
tulzott mértékii kieresztése a citoplazmabol a sejtekben a K* hianyabol adodé mitkodési zavart
idéz eld. Ez aktivalhatja a cisztein proteazokat, amik a PCD végrehajtéi a novényekben is
(Shabala 2009). Hughes és Cidlowski (1999) kimutatta, hogy az intracellularis K™ vesztés az
emlos sejtekben aktivalja az iniciator kaszpazokat €s a nukledzokat az apoptdzis soran.

A K fontossagat tamasztja ala az is, hogy a PCD-vel szemben a sikeres akklimatizacio
feltétele, hogy a sejtek megdrizzék az optimalis K'/Na" aranyukat példaul a sostressz alatt
(Maathuis ¢és Amtman 1999). Stresszhatasokra a keletkez6 ROS képes aktivalni a
plazmamembranban lokalizalt H'-ATPazokat, amelyek részt vesznek az optimalis Na'/K*
arany megdrzésében a Na'/H" antiporterek aktivalasaval, ezzel egyidejiileg az apoplaszt pH-
janak csokkentésével (Zhang és mitsai. 2004; Joseph ¢és Jini 2010). A stressz esetén
megemelkedett ROS produkcié emellett azonban reakcidoba 1ép a telitetlen zsirsavakkal, és
membrant alkoté lipidek peroxidaciojat, az ionok kieresztését, koztik a K* kieresztését

eredményezheti a citoplazmabol (Ahmad és mtsai. 2008).

2.2.7. Proteazok és a vakuolum

Az allati sejtekkel ellentétben, ahol a kaszpazok proteolitikus kaszkad rendszert alkotva a
sejthalalt inicidljadk vagy végrehajtjdk, a novényi sejtekben hasonld kaszkad rendszert nem
talaltak (Sanmartin és mtsai. 2005; Vartapetian és mtsai. 2011), azonban szamos tanulmany
szerint, hasonlosagok fedezhetdek fel a novényi PCD és a kaszpazok altal szabalyozott allati
apoptozis kozott (De Jong és mtsai. 2000). Ebben a folyamatban lehet szerepiik a ndvényi
protedzoknak, kiemelten a cisztein proteazoknak, melyek koziil egyesek lehetséges homologjai
az allati kaszpazoknak (Hoeberichts és mtsai. 2003; Woltering 2004; Roberts és mtsai. 2012).
Trobacher és mtsai. (2006) harom alcsaladjat kiilonbozteti meg a ndvényi cisztein
proteazoknak: C1A alcsalad a papain-szeri cisztein proteazok, C13 alcsalad a legumainok, C14
alcsalad a kaszpazok és metakaszpazok. Az elsé alcsaladot a C1A-t, a papain-szer( cisztein
proteazok alcsaladjat 32 valos és feltételezett cisztein proteaz alkotja ludfiiben. Az érett enzim
monomer, melyet 210-260 aminosavbol (AS) all. ,,Katalitikus triadja”: Cys25, His159, Asnl75;
savas pH-n aktiv, és az enzim ER lokalizalt (Trobacher és mtsai. 2006). A papain-szerii cisztein

25



proteazok nagyon fontos szerepet toltenek be a névény-patogén kapcsolatban. Ilyen példaul a
paradicsom Rcr3 (Required for Cladosporium resistance-3) és a Pipl (Phytophthora inhibited
protease-1), ami patogéntamadas esetén termelédik és gatolja a patogénektdl szarmazod
proteazgatlokat és a cisztatin képzést (Shindo és Van der Hoorn 2008).

A masodik csoportot a C13, a legumainok alcsaladjat Asp-specifikus, vakuolaris
enzimek alkotjdk. Ide tartoznak az Un. vakuolaris processzaldé enzimek (VPE), melyekbdl
ladfiiben négy (a., B, v, 0) talalhato. Ezek ,kaszpaz-szeri” aktivitassal rendelkeznek (Trobacher
¢és mtsai. 2006). A VPE-nek kaszpaz 1 és 8 aktivitasa van, azonban mitkkddése nem homolog az
allatival; szubsztratja a cisztein protedz gatld cisztatin (Woltering 2010). A VPE-k a
vakuolumban lokalizaltak, savas pH-n autokatalitikusan aktivalodnak és miikodésiikkel a
tonoplaszt szétesését, a vakudlum savas tartalmanak kieresztését idézik eld. Szerepiik azért is
fontos, mert a novényekben nincsenek makrofagok, igy a litikus rendszer szabalyozasa révén
esszencialis szereppel birnak a fertdzések és az egyedfejlodés soran a sejthaldl kivaltdsdban
(Hara-Nishimura és mtsai. 2005; Sanmartin ¢és mtsai. 2005). Hara-Nishimura és Hatsugai
(2011) a vakuolum-szabélyozta sejthalal két utjat, a ,nem destruktiv”’ és ,,destruktiv’ utat
kiilonboztetik meg. A ,nem destruktiv ut” sordn a tonoplaszt egyesiil a PM-mel és a
hidrolitikus enzimek a sejten kiviilre keriilnek. A ,,destruktiv Gt” sordn a tonoplaszt membranja
felszakad és a hidrolitikus enzimek felemésztik a sejttartalmat. A VPE-k szerepét leirtak
tobbek kozott dohany mozaik virus és mikotoxin altal indukalt névényi PCD-ben, valamint a
HR-ban ¢s a novényi embriogenezis egyes szakaszaban, pl. az integumentum sejtek PCD-jében
(Hatsugai €s mtsai. 2004; Kuroyanagi €s mtsai. 2005).

A harmadik, a Cl4-es cisztein proteaz csoportot a metakaszpazok alcsaladjat két
metakaszpdz csoport, a metakaszpaz I és II kilenc tagjaval ludfilben. A metakaszpazoknak
(MC) mas a szubsztratspecifitdsa mint a human kaszpazoknak; Arg/Lys specifikusak. Az MC |
citoszolikus, az MC Il a mitokondriumban ¢és kloroplasztiszban lokalizalodik (Trobacher és
mtsai. 2006). Az l-es tipusut MC N terminalis doménja (80-120 AS) prolinban- (AtMCI1 ¢és
AtMC2) vagy glutaminban gazdag (AtMC3) ismétlédé motivumokat és cink-ujj motivumokat
tartalmaz. A ll-es tipusi MC-oknal nincs ilyen hosszt prodomén (Tsiatsiani és mtsai. 2011).
Coll és mtsai. (2010) bebizonyitottdk, hogy az I-es tipusut MC-ok (AtMC1) pozitiv regulatorai a
sejthaldlnak a HR soran. Az AtMCS8 az UV- és a H,O,-indukélta PCD-ben jatszik szerepet, a
gén kiiitésekor ugyanis a sejthaldl mértéke csokkent protoplasztokban (He és mtsai. 2008). A
I1-es tipusu MC-ok hasitjak az 4llati effektor kaszpaz 3 szubsztratjat (Woltering 2010).

Az NO szerepet jatszik a protedzok poszt-transzlaciés modositasaban. A katalitikus
ciszteinek S-nitrozilacioja blokkolja az AtMC9 zimogén formajanak aktivaciojat (Belenghi €s

26



mtsai. 2007). A paradicsom LeMCA1 gén expressziojat a Botrytis cinerea fertézés novelte, a
CPT ¢és a fumonisin Bl nem valtoztatta meg. Ezzel szemben a génexpressziét az ET
kismértékben novelte, az SA kismértékben csokkentette paradicsom sejtszuszpenzidban
(Hoeberichts és mtsai. 2003). Az ET szabalyozza a cisztein proteazok génexpressziojat petunia
sziromlevélben is; a szeneszcencia alatt kilenc gén expresszidja novekedett, az ET érzéketlen
receptor mutansban a cisztein protedz gének pedig kés6bb irodtak at (Jones és mtsai. 2005).

A novényi cisztein protedzok fiziologiai hatdsait tobbnyire exogén proteazgatlokkal
tanulmanyozzak (pl. transz-epoxiszukcinil-L-leucilamido(4-guanidino)butan (E64)) (Woltering
2010), azonban miikddésiiket endogén gatlok is szabalyozzak. Ilyen a cisztatin, ami a cisztein
proteazokkal egyiitt kolcsonhatva egyfajta szabalyozo szerepet tolthet be a novényi PCD-ben
(Yamada és mtsai. 2001; Benchabane és mtsai. 2010; Singh és mtsai. 2011).

Béar egyes cisztein protedazok expressziojanak valtozasat vizsgaltdk egyes konkrét
stresszhatdsok esetén, a cisztein protedz alcsaladok tagjainak Osszehasonlitdo vizsgdlata az
antiapoptotikus génekkel egyidejiileg abiotikus és biotikus stresszhatasokban szerepld

folyamatokkal is 6sszevetve ez idaig nem tortént meg.

2.2.8. A sejtmagban torténo valtozasok: a DNS feldarabolodasa

A PCD utolso 1épéseként figyelték meg a kromatin kondenzalodéasat és a DNS feldarabolodasat
a novényekben is (Lam 2004), tobbek kozott kamptotecin (CPT) kezelés hatasara dohanyban
(Danon ¢s mtsai. 2000), kadmium kezelést kovetéen répaban (Behboodi és Samadi 2004),
sostresszt kovetden ludfilben (Huh ¢és mtsai 2002), hipoxiat kovetden kukoricaban
(Gunawardena és mtsai. 2001) és UV-B kezelés hatasara ludfitben (Danon és Gallois 1998).
Balk és mtsai. (2003) kimutattdk a DNS feldarabolodas és a mitokondriumokbol
kieresztodé citokrom c¢ kozotti pozitiv kapcsolatot, ugyanis a citokrom c¢ ndvelte az
endonukleazok aktivitasat. A DNS feldarabolodasaért felelés nukleazok miikodését a
poliaminok is befolyasolhatjak. Papadakis és Roubelakis-Angelakis (2005) kiilsé putreszcin
(Put) alkalmazéisaval kimutatta, hogy a kezelés csokkentette a PCD mértékét dohanyban,
azaltal, hogy a Put csokkentette a sejtek DNaz aktivitasat és gatolta a DNS fragmentalodasat.

2.3. A sostressz-indukalta sejthalal névényekben
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A mezdgazdasagi termelés egyik limitald tényezdje a sostressz, azaz a talajban és/vagy az
ontdzévizben felhalmozodott magas sotartalom, ami meghaladja a ndvények szamara optimalis
értéket (Taiz és Zeiger 2006). A magas sokoncentraciotol szarmazé séstressz a mezdgazdasagi
termelés alatt allo teriiletek legalabb egyharmadat érinti, a Fold felszinének 7%-ara, azaz kb.
930 milli6 hektarra terjed ki (Munns 2002). A sostressz hatdsanak Eurdpéaban és a vilagban
kiilondsen a tengerparti és a tengerbe 0mld folyok torkolatandl élé/termesztett ndvények
vannak kitéve (Pitman és Lauchli 2002). Beljebb a szarazfoldre az iiledékrétegeken keresztiil
szivaroghat be a s6s viz, ahol az evoporacid és transzspiracié miatt is megndhet a talaj
sokoncentracidja, és lehet ez méasodlagos kovetkezménye a szarazsagnak is. Magyarorszagon
els6sorban a Duna-Tisza kézi Homokhatsagon és a Tiszantilon (Hortobagy, Nagykunsag,
Korosvidek) talalhatoak szikes teriiletek (Németh 2005), azaz az Alfold jelentds részén, ahol
Magyarorszag élelmiszertermelésének jelentds része torténik.

A talaj s60sszetétele alapjan megkiilonboztethetjiik az un. szalinitdst, ami az Osszes
asvanyiso szupraoptimalis koncentracidjat jelenti, ill. a szodicitast, ami Na* tobbletet fejezi ki
(Taiz és Zeiger 2006). A dolgozatban a sostressz alatt a ndvényekben az optimélis Na®
koncentracio feletti, azaz a Na* tobblet okozta hatasokat értjiik.

A szupraoptimalis Na* ion tartalom egyik kdzvetlen hatasanak eredményeként a gyokér
Ezt a jelenséget figyelték meg ludfii novények gyokércsticsaban (Huh és mtsai. 2002), kallusz
sejtekben (Sun és mtsai. 2010) valamint dohany és paradicsom protoplasztokban is (Lin és
mtsai. 2006; Gémes és mtsai. 2011).

A novényeket sotolerancidjuk alapjan a kovetkezd csoportokba sorolhatjuk (Taiz és
Zeiger 2006): 1. Halofitak, azaz sokedvelé novények, amik képesek a 250-500 mM NaCl
koncentraciot is toleralni (pl. Suaeda maritima), és magas soOkoncentracion ndvekedési
optimumot mutatnak (Flowers és Flowers 2005). 2. Sotolerans novények, amelyek toleraljak a
magas sokoncentraciokat, és amelyeknek ez a novekedését mar gatolja (pl. Beta vulgaris). 3.
Olyan halofitak és nem halofitak, amelyeknek nincs soémirigye. Bizonyos mértéki
sotoleranciaval rendelkeznek, de a magas NaCl koncentracio a novekedésiiket gatolja (pl.
Solanum lycopersicum). 4. Glikofitak, azaz sdszenzitiv novények, amik szamara a 80 mM-nal
magasabb NaCl koncentracié letélis (pl. gyiimolcsfak, citrusfélék).

Az optimalisndl magasabb sokoncentracio kéaros hatdssal lehet a nodvények
életfunkciodira, novekedésére, fejlodésére és legvégiil a novényi sejtek programozott elhalasat
okozza. A sostressz hatasa harmas: ionikus-, 0zmotikus- és oxidativ stresszt general (Zhu 2002;

Munns ¢és Tester 2008; Shabala 2009; Joseph és Jini 2010).
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A sostressz felboritja a sejtek ionhomeosztazisat (Zhu 2003). A Na* ion felhalmozodik
a ndvényi sejtek citoplazméjaban, ami toxikus hatdsu, mivel a fehérjék dehidratalédnak és
elvesztik nativ konformacidjukat (Shabala 2009). Kontroll koriilmények kozott a citoszol
kevesebb, mint 100 mM K" és 20 mM Na" iont tartalmaz, ami megfeleld ionikus kdrnyezetet
biztosit az enzimek optimalis mikodéséhez (Speer és Kaiser 1991). Az ettdl eltéré abnormalis
Na'/K" arany inaktivalja az enzimeket és gatolja a fehérjeszintézist. Ha a Na® ion a nem-
szelektiv kation csatorndn (NSCC) keresztiil bejut a citoplazmaba, depolarizalja a membrant és
a depolarizacio-aktivalt kifelé rektifikalo K csatornat (KOR) aktivalja. Emellett a
citoplazmaban megemelkedik a masodlagos hirvivoként funkcionalo Ca*" koncentracid,
fokozodik a NADPH-oxid4z miikddése, nd a ROS produkci6 és aktivalodik az NSCC. A K*
efflux kdvetkeztében csdkken a citoszolikus K tartalom, ami indukalja a proteazokat, és végiil
a sejt elhal (Shabala 2009). A poliaminok képesek megakadalyozni a K* effluxot, blokkolva az
NSCC-t, igy meggatoljak a PCD-t (Shabala és mtsai. 2007). Sostressz hatdsira nemcsak a K,
hanem a levelek Mg”* tartalma is csokkent, amely ion a klorofill molekulék porfirin vazanak
kozponti fém atomja és ezért a fotoszintézishez nélkiilozhetetlen (Martinez-Ballesta és mtsai.
2004). Emellett degradalodhat a levelek klorofill és karotinoid tartalma is (Juan és mtsai. 2005).
A sostressz kovetkezménye ezen tilmenden a fehérjetartalom csdkkenése is, melyben
kiilonb6z6é protedzok jatszanak szerepet (Parida és mtsai. 2004; Parida és Das 2005). A
sostressz elleni védekezés egyik elsd Iépése a citoplazma ionegyensulyanak helyreallitasa, az
optimalis Na'/K" arany megdrzése (Maathuis és Amtmann 1999). A NADPH-oxidaz miikodése
kozben keletkezett ROS képes aktivdlni a plazmamembran lokalizalt H*-ATPazt, ami
kozremiikddhet az optimélis Na'/K" ardny megérzésében, azaltal, hogy fokozza a Na'/H*
antiporterek aktivitdsat. Ezzel egyidejiileg az apoplaszt pH értéke csokken (Zhang €s mtsai.
2007; Joseph és Jini 2010).

A megnodvekedett kiils6 sokoncentracid masik hatdsa az ozmotikus stressz (Munns és
taster 2008). Az ozmotikus stressz kivédése soran a szervetlen ozmotikumok koncentracidja
megné a novényekben, majd aktivalodnak és akkumulalédnak az un. kompatibilis
ozmotikumok, mint példaul a cukrok, cukoralkoholok (mannitol, szorbitol), aminosavak
(prolin) és szerves savak is (Rhodes és mtsai 2002; Zhao és mtsai. 2009). Ezen ozmotikumok
akkumulacidja egyes sejtszervecskékhez kothetd, igy példaul a szorbitolrdl kimutattak, hogy
egyes novények kloroplasztiszainak sztromajaban koncentralodik, és fejti ki antioxidans hatasat
(Nawodnik és Lohaus 2008). A fotoszintézis termékei a szénhidratok, igy a hexozok és a
szachar6z akkumuldcidja sostressz alatt szintén adaptiv valaszreakcid, és a termesztett

paradicsom novényeknél a soétolerancia egyik mutatdja (Juan és mtsai. 2005). A cukrok
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gatlodasa is. Ozmotikus stressz hatasara sok novényben megemelkedik a szachar6z, a gliikoz és
a fruktéz koncentracidja, amiben a hexokinaz és fruktokinaz aktivitdsanak csokkenése jatszik
szerepet, igy kialakitva az ozmotikus adaptaciot (Ghasempour és mtsai. 1998; Weise és mtsai.
1999). Emellett, ha a névények gyokereinek felszivasi zonajaban magas a talaj (viz) sotartalma,
akkor alacsonyabb (sokkal negativabb) az ozmotikus potencidl, ami csdkkenti a vizpotencialt.
A ndvények esszencialis vizhaztartasi egyensulydnak felboruldsa a gyokér hidraulikus
konduktancidjat és a levél felé torténd xilémtranszportot is felboritja. Az alacsony vizpotencial
okozta alacsony turgor miatt a sejtmegnyulas gatlodik €s a ndvények novekedése redukalodik
(Taiz és Zeiger 2006). Ehhez hidraulikusan kapcsolédva a sztomak zarodasa miatt a
fotoszintézis hatékonysaga és a széndioxid asszimilacio, igy a biomasszaprodukcié is csokken,
a novény kisebb lesz (Garcia-Sanchez és mtsai. 2002). Amennyiben a NaCl bejut a plasztiszba,
kozvetleniil is gatolhatja a fotoszintézist a Calvin-ciklus enzimeinek gatlasaval (Lovelock és
Ball 2002).

A sostressz harmadik hatasa az oxidativ stressz, ami fokozott ROS produkciét okoz
(Miller és mtsai. 2010). Ezek a korabban felsorolt sejtkompartmentumokban egymasba is
sejtek programozott elhalasdhoz vezethetnek. A sostressz erdteljes ROS produkcidemelkedést
indukal (Sun és mtsai. 2010; Wang és mtsai. 2010a), ami a sejtszuszpenzios kultura és a kallusz
sejtek novekedését is gatolja (Gangopadhyay és mtsai. 1997; Zhang és mtsai. 2004). Wang és
mtsai. (2009) kimutattdk, hogy a sostressz NO akkumulaciot és ET emissziot okoz, ami
szerepet jatszik az ionhomeosztazis kialakitasaban ludfii kalluszban. Az NO fontos szerepet
jatszhat azonban a sejtek védelmében is azaltal, hogy szabalyozza a toxikus ROS szinteket és
részt vesz a soOstressz tolerancia kialakitasaban (Siddiqui és mtsai. 2011). A soOstressz hatésara
megndvekedett ROS produkcié nemcsak kozvetlen jarulhat hozzd a sejtek halaldhoz (Bi és
mtsai. 2009), hanem mas jelatviteli utakat (MAPK kaszkad) és hormonokat aktivalva (ET, SA,
ABS) (Xu és mtsai. 2008; Molina és mtsai. 2002). Az ET szerepét bizonyitotta a NaCl-
indukalta szeneszcenciaban az ET bioszintézisben résztvev$ 1-aminociklopropan-1-karbonsav
(ACC) szintaz és ACC oxidaz gének antiszensz szupresszidja dohanyban, aminek
kovetkeztében nétt a novények sotoleranciagja (Wi és Park 2002). Ghanem és mtsai. (2008)
bizonyitottdk azt is, hogy az ET bioszintézis prekurzora, az ACC soéstressz alatt fokozza a
szeneszcenciat azaltal, hogy oxidativ stresszt general, csokkenti a fotoszintetikus hatékonysagot

(FV/Fm) és ndveli a Na* bejutasat a sejtekbe.
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Affenzeller és mtsai. (2009) bebizonyitottak, hogy a PCD-t indukalé sdkoncentracié hatasara
mar akar egy oran beliil feldarabolodhat a DNS. Ez azonban a sostressz ionikus hatdsanak a
kovetkezménye és nem az ozmotikusé, ugyanis a szorbitollal indukalt sejthaldl esetén nem
mutattak ki a PCD egyik f6 jellegzetességét, a DNS 1étrat. Wang és mtsai. (2010b) azonban
bebizonyitottak azt, hogy a sejtek haldlakor a DNS fragmentalodasanak kialakulésa fligg az
alkalmazott sokoncentraciotol is.

A sostressz okozta stresszhatdsok egyik lehetséges kivédését gazdasagi novényeink SA-
val torténd elokezelése jelentheti (Szepesi 2009; Gémes 2011).

Noha szédmos tanulmany irja le a sostressz okozta ROS- és NO homeosztazisanak
megvaltozasat a sejtekben (Sun és mtsai. 2010; Wang és mtsai. 2009; Corpas és mtsai. 2011),
mégis a novényekben az idd fliggvényében torténd valtozasokrol a PCD indukcidja sordn
nagyon keveset tudunk. A folyamatban jol ismert kiilon-kiilon az ET, a ROS és az NO szerepe.
Nem ismert azonban ezek aranya, valamint a PCD indukcidjaban és végrehajtasaban szerepet

jatszd, cisztein proteazok expresszidjanak valtozasa a sostresszt kovetden.

2.4. Az etilén hatdsai és szerepe a névényi PCD-ben

Az etilén (ET) gaz halmazallapoti ndvényi hormon, amely szadmtalan folyamat
szabalyozasaban részt vesz a novények életciklusa soran, a csirazastdl, a novekedésen ¢és a
termésérésen at a stresszvalaszig és a szeneszcenciaig (Bleecker és Kende 2000; Trobacher
2009).

Az ET bioszintézis (Yang ciklus) prekurzora a metionin, ami atalakul S-
adenozilmetioninna (SAM) a SAM szintaz Katalitikus aktivitasanak kovetkeztében. A SAM
atalakul 1-aminociklopropan-1-karbonsavva (ACC) és 5-metiltioadenozinnd (MTA) az ACC
szintdz miikodésének hatasara, ami az ET szintézis limitalo 1épése. Az ACC szintaz gatldszere
az aminoetoxivinilglicin (AVG) (De Jong ¢és mtsai. 2002). Az ACC oxidaz mitkodésének
eredményeképpen alakul at az ACC ET-né, széndioxiddd, mikdzben sztochiometrikus
mennyiségben hidrogén-cianid is keletkezik. Az ACC oxidaz gatloszere a CoCl; (Argueso és
mtsai. 2007). Az SA képes gatolni az ET szintézist azaltal, hogy gatolja az ACC oxidaz
mikodését, az ACC atalakulasat ET-né (Leslie és Romani 1986).

Az ET receptorok (ETR1, ETR2, EIN4, ERS1, ERS2) a ludfiiben az ER-en lokalizaltak.
Maga a receptor dimerizalodott protein, Cu (1) iont tartalmaz (RAN1 transzporter), és hasonlo a
bakterialis kétkomponensi hisztidin kindzokhoz. A paradicsom NEVER RIPE (NR) génje a
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ladfit ETR1-gyel homolog, ami jelfogd domén nélkiili ET receptort kodol. Az ET kotése utan a
receptor deaktivalodik, aminek a hatasara az ETR1-gyel kapcsolatban 1évé CTR1 Ser/Thre
kinaz, az ET jelatvitel negativ regulatora inaktivalodik ¢és az ET-indukalt génexpresszio
megindul. A jelatvitel tovabbi elemei az EIN2 és a jelatviteli 1épésben az 6t koveté EIN3
fehérjék, amik pozitiv regulatorok. Az EIN3 transzkripciés faktor dimer formaja kotodik az ET
valaszgén ERF1 gén promoteréhez (Klee 2004; Li és Guo 2007). Az ET percepcid gatolhatd
eziist ionokkal (AgNOj3 vagy eziist-tioszulfat (STS) form4ajaban), mely képes blokkolni az ET
receptort (Kumar és mtsai. 2009).

A PCD és kiilonosen a szeneszcencia indukaldsaban a novényi hormonok koéziil az ET
szerepe a legfontosabb (Lam 2004; Love ¢és mtsai. 2008). Az ET egyik legjelentdsebb szerepe a
lizogén vagy schizogén aerenchyma kialakitasaban van, amikor is a sejtek elhalnak arasztasos
stressz soran, hipoxids kornyezetben. Ez teszi lehetdvé, hogy az oxigén a gydkércsucs
sejtjeihez lizogén jaratokon keresztiil el tudjon diffundalni. Hipoxia esetén az aerenchyma
kialakulasa soran né az ACC szintaz és ACC oxidaz aktivitasa (He és mtsai. 1996). Exogén ET
kezelés képes aerenchyma képzddést indukalni normal koriilmények kozott is (Drew és mitsai.
2000). Gunawardena ¢és mtsai. (2001) a DNS internukleoszémalis toréseit detektalo TUNEL-
pozitiv sejteket figyeltek meg az aerenchyma képz6dése soran hipoxias kukorica gyokerében,
ami fliggott az ET produkcid mértékétol.

Az ET fontos szerepet jatszik az 6zon-indukalt PCD kialakulasaban is (Overmyer és
mtsai. 2003), amely folyamatban az SA is akkumuladlédik (Rao és mitsai. 2002). Az 6zon-
indukalta ACC szintaz aktivitds novekedése ROS produkciot és a 1ézidk kialakulasat okozza
(Overmyer ¢s mtsai. 2003). A CPT- és a kadmium-indukalta PCD sordn szintén megemelkedik
az ET produkci6 és ezzel parhuzamosan a H,O, akkumulacié paradicsom sejtszuszpenzidban
(De Jong és mtsai. 2002; Yakimova és mtsai. 2006). Az ET hatdsara a megnovekedett ROS
produkci6 mellett a citoplazmatikus szabad Ca®* szint is né, ami masodlagos hirvivéként
indukalhatja a PCD-t (Trobacher 2009). Séstressznek kitett ludfii kalluszban azt talaltak, hogy a
H,0; stimulalja az ET emissziot és az ACC noveli a H,O, produkciot (Wang és mtsai. 2010a),
ami arra utal, hogy az ET és a H O, egymast erdsitd jelmolekulak (Wi és mtsai. 2010). De Jong
és mtsai. (2002) azt is bizonyitottdk, hogy az STS gatolja az ET jelatvitelt és az ET indukalta
H,O, produkciét, és megallapitottdk, hogy ez bizonyitja az ET szerepét a sejthalal
indukcidjaban a CPT kezelést kovetden.

Ozon hatasara azonban nemcsak az ET-indukalta ROS produkcié emelkedik meg,
hanem az NO szint is (Ederli és mtsai. 2006). Wang és mtsai. (2009) korai NO akkumulaciot és

ET emissziot figyeltek meg sostressz alatt. Amig az NO generator natrium-nitroprusszid (SNP)
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nagyban stimulélta az ET emissziot ludfii kalluszban, addig az ACC nem fokozta az NO
produkciot. Ahlfors és mtsai. (2009) szintén azt talaltak, hogy az SNP aktivalja az ET
bioszintézist mar egy oOras kezelést kovetden ludfiiben.

Az ET és a JA olyan autofagikus PCD-t idéznek el6, mint példaul a levelek 6regedése
(Love és mtsai. 2008), altalaban serkentik a szervek szeneszcencidjat €s a nekrotrof patogének
altal indukalt PCD-t szabalyozzak (Quirino és mtsai. 2000; Byczkowsky és mtsai. 2012). A
példak kozé sorolhatdo a kukorica keményités endospermiumanak feltoltodése utani, az ET
hatasara bekovetkez6 masik kiilonleges sejthalal tipus iS a szem érése alatt. A keményit6s
endospermiumban ez a sejttartalom lebomlas nélkiili mumifikalodasaval jar (Gallie és Young
2004). Az ET (és bizonyos esetekben a GA) szabalyozta PCD-re antagonista, szovettipustol
fiiggd hatassal lehet azonban az ABS és a citokininek, ami az aleuron sejtrétegben jol ismert
(Trobeacher 2009). Az ET szerepét a levelek szeneszcencidjaban az bizonyitotta, hogy ludfii
ET receptor (etrl-1) mutansban, ami inszenzitiv az ET-re, késett a levelek szeneszcenciaja
(Gribic ¢és Bleecker 1995). Kimutattak azt is, hogy az ET-indukalt szeneszcencia soran olyan
cisztein proteaz gének expresszioja is megnd, mint a SAG2 és SAG12 (Gribic 2003). A SENU2
(SICYP1) és SENUS cisztein proteazt kodold gének expresszioja késik a szeneszcencia soran
ET hianyaban paradicsomban (Drake és mtsai. 1996). Ludfii ore9 mutansaban is lassul a
szeneszcencia folyamata, mert hibas az ET jelatvitele (Kuriyama és mtsai. 2002). Hasonld
szeneszcenciat késleltetd hatast kaptak ET inszenzitiv dohany novényekben is, igazolva az ET
szerepét a szeneszcencia indukcidjaban (Yang €s mtsai. 2008).

Az ET szeneszcenciaban betoltott szerepe jol feltart (Lam 2004; Love és mtsai. 2008),
azonban kevésbé ismert az ET illetve az ET-indukalt jelatvitel hataisa a ROS és az NO

crcr

SA kezelést kovetOen.

2.5. A szalicilsav hatdsai és szerepe a novényi PCD-ben

A szalicilsav (SA) a novényi fenolvegyiiletek k6zé tartozd benzoesav szarmazék, amelyet a
ndvények rhizoszférajaban €16 mikroorganizmusok is képesek szintetizalni. A kukorica vagy a
bab rhizoszférajaban a talaj SA tartalma 100 pg-nal magasabb értéket is elérhet 100 g szaraz
talajra vonatkoztatva. Az SA altaldban azonban nem a kérnyezetbdl keriil a novényekbe, hanem
magukban a ndvényi szovetekben szintetizalodik. Ez azonban a fajok kozott eltérd mérteki

lehet, akar egy csaladon beliil is jelentds lehet a kiilonbség kontroll koriilmények kozott.
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Példaul a Solanaceae csaladba tartoz6 dohany kontroll koriilmények kozott kevesebb, mint 0,1
ug g'1 FT SA-vat tartalmaz, addig az ugyanebbe a csaladba tartoz6 burgonya tobb mint 10 ug
gt FT SA-t. Arpaban, szojaban az SA szint korilbeliil 1 pug g* FT, a modellndvénynek
szamit6 ladfiiben 0,25 pug g FT (Raskin 1992, Hayat és mtsai. 2010; Rivas-San Vicente és
Plasencia 2011). Paradicsom gyokerében 0,2 ng g™ FT az SA koncentracioja, ami a Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici fertézést kovetden akar tizszeresére is emelkedhet (Mandal és
mtsai. 2009) (Ez az érték koriilbeliil megfelel a 10 M-os SA kezeléoldatnak). Dohanyban
viszont a dohdny mozaik virus (TMV) hatasara akar 6tvenszeresére is emelkedhet az endogén
SA szint (Enyedi és mtsai. 1992).

Az SA bioszintézise kétféleképpen torténhet: a fahéjsav dekarboxilaciojat kovetéen
benzoesav keletkezésével, ami C-2 pozicidban hidroxilalédik vagy a fahéjsav hidroxilalodik
kumarsavva, ami késobb Co-A-hoz kétédve dekarboxilalodik SA-va (Hayat és mtsai. 2010).

Az SA csak kis mennyiségben talalhato szabad formaban a citoplazmaban. Legnagyobb
része a hidroxilcsoporton, kisebb mennyiségben a karboxilcsoporton keresztiil gliikozzal
konjugatumot képezhet, amit az SA gliikkoziltranszferazok katalizdlnak. Az SA-gliikoz
konjugatumok a citosz6lbol a vakudlumba transzportalodnak az ABC transzportereken
keresztiil, ahol inaktivan raktarozodhatnak, és ahonnan szabad SA-ként felszabadulhatnak
(Dean és Mills 2004). Az SA metil-szalicilatta (MeSA) is alakulhat, ami transzlokalodhat és
atalakulhat aktiv SA-véa, de légnemiivé is valhat (volatilizacid) és a fertdézéstdl tavolabbi
szervekben az SAR kialakitdsdban jatszhat szerepet. Az SA atalakulasat MeSA-va az SA
karboxil-metiltranszferaz 1 (SAMT1) végzi, az SA koto protein 2 (SABP2) észteraz aktivitasa
alakitja 4t a MeSA-t SA-va (Park és mtsai. 2007).

Az SA ¢lettani hatdsai az irodalom alapjan sokszor ellentmondasosak és az ismeretek
még hianyosak. Ennek egyik oka lehet, hogy alapesetben is az egyes novények SA tartalma
jelentdsen eltér. Emellett a hormon hatésa fiigg tobbek kozott az alkalmazott koncentraciotol, a
kezelés idotartalmatol, a kezelt szerv fejlodési stadiumatél. Altalaban megallapithato, hogy az
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alkalmazott magas koncentracioji SA kezelések gatoljak a csirdzast, novekedést,
(Krantev és mtsai. 2008; Vlot és mtsai. 2009; Hayat és mtsai. 2010; Rivas-San Vicente és
Plasencia 2011; Janda és mtsai. 2012; Sahu 2013).

Az SA-nak fontos szerepe van a HR és a SAR kialakitdsdban. Az utobbi iddben
bebizonyitottak azt, hogy az SA a kromatin atrendezédésével, hiszton modositasokkal alakitja
ki a SAR-t a novényekben, melynek van egy korai (els6 hat 6ra) és egy késdi (6-24 oOra)
szakasza az SA akkumulaciot kovetden (Van den Burg és Takken 2009; Jaskiewicz és mtsai.
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2011). A nem kompatibilis gazda-kérokozo kapcsolatban, a biotrof korokozo elleni védekezés
részeként az SA a HR soran a sejtekben oxidativ robbanast okoz, és a PM-NADPH oxidaz
aktivalasaval ROS-t general a fert6zés helyén és a Ca* jelatviteli kaszkadot is aktivalja (Chen
¢és mtsai. 2001; Kawano és mtsai. 2004; Bastianelli és mtsai. 2010). Az SA tovabba mar nagyon
kis koncentracioban is gatolja a peroxiszomaban talalhato katalazt (KAT), a H,O,-ot bontd
enzim KAT1 és KAT2 izoenzimeit. A KAT gatlasa miatt megemelkedik a H,O; koncentracioja
¢s oxidativ stressz indukalodik, ami a biotikus stresszfolyamatokban a HR-hoz vezethet
(Horvath és mtsai. 2002). Emellett az SA serkenti a HyO5-ot 1étrehozd szuperoxid-dizmutaz
(SOD) enzimet is, ami a H,O, produkciot tovabb fokozza. A névekvé H,O, pedig az SA
szintézisét fokozza, igy alkot az SA és H,0, egy egymast amplifikalo ,,feedback” hurkot (Rao
¢s mtsai. 1997).

Kimutattak azt is, hogy az SA bizonyos koncentracioban indukalja az NO szintézisét is
ludfiiben, amely szintén a programozott sejthaldl kialakuldsdhoz vezethet (Zottini és mitsai.
2007). Garcia-Heredia és mtsai. (2008) ugyan leirtak az SA-indukalta PCD-t és a ROS szerepét
fliggvényében.

Krinke és mtsai. (2009) kimutattdk 1adfi sejtszuszpenzidban, hogy az SA jelatvitelében
részt vesz a foszfolipaz D (PLD) is, ami mar az SA kezelést kdvetden 45 perccel indukalodott.
Az SA jelatvitele tobb helyen redox szabalyzas alatt all. Az NPR1 (Non expressor of PR1)
fehérje a {6 szabalyz6 az SA-indukélta védelmi gének aktivalasdban. Az NPR1 jelatviteli
mediator fehérje a citoplazmaban talalhato, alap allapotban oligomer formaban, amit diszulfid
hidak stabilizalnak. Az SA hatasara a sejt redox allapota megvaltozik, az NPR1 aktiv
monomerré valik a diszulfid hidak redukalasa miatt (melyben a 82-es és 216-0s cisztein
kitlintetett szereppel bir), és sejtmagba transzlokalédva aktivalja a TGA1l és TGA4
transzkripcios faktort, aminek hatasara atirodnak a patogenezissel kapcsolt (PR) gének (Fober
¢és Despres 2005). Az NO az NPR1 fehérjét a 156-os ciszteinen és SABP3 fehérjét a 280-as
ciszteinen keresztiil képes S-nitrozilalni és inaktivva tenni (Tada és mtsai. 2008), az S-
nitrozilaciot azonban az SA hatasara redukal6do tioredoxin megsziinteti (Lindermayr és mtsai.
2010). Gust és Niirnberger (2012) tanulmanyukban leirjak, hogy a patogén effektorok altal
indukalt immunitas soran az SA szinteket koncentraciotol fliggden érzékeli az NPR3 receptor,
ami kis affinitdsu, nagy SA koncentraciokra érzékeny fehérje, és ami az SA kotddése utan az
NPR1-et az E3 ubiquitin ligdzhoz kapcsolja. Ubiquitindlodads utdn az NPR1 lebomlik,
hidnyaban nem expresszalodnak a PR gének, ami indukalja a PCD-t. Az NPR4 nagy affinitasq,
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kialakulasat fokozza. Wu és mtsai. (2012) az utdbbi idOben azonban azt fedezték fel, hogy
maga az NPR1 fehérje az SA receptora. Az SA ugyanis az NPR1-hez a 521/529-es ciszteinen
egy atmeneti fémen, Cu®" ionon keresztiil képes kotédni és konformacié valtozast okozni.

Emellett a MAPK kaszkad is fontos szabalyozo6ja az SA jelatvitelének (Bartels és mtsai.
2009): A ladfii foszfotirozin specifikus fosztafaz 1 enzime (PTP1) képes defoszforilalni és
deaktivalni a MAPK-ok kozé tartoz6 MPK6-0t in vitro. A MAP kinaz foszfatazl (MKP1), ami
kalmodulin kotdhelyet tartalmaz és a sebzési valasz negativ regulatora, szintén szabalyozza az
MPKG6-ot. Az MPK®6, a dohany szalicilsav-indukalt protein kinaz (SIPK) ortoldgja és az
abiotikus stresszvalasz eleme. Emellett az MPK3/MPK6 fontos csomdpontja, pozitiv regulatora
az SA-indukalta védelmi valaszoknak és a PR gének expresszidjanak, mig a MPK4 gatolja azt.
Bartels és mtsai. (2009) bizonyitottak, hogy a MKP1 ¢s a PTP1 az MPK3/MPKG6-fiiggd stressz
jelatvitel represszoraként miikddik €s gatolja az SA bioszintézist is.

Az SA jelatvitelében szerepld PR gének szamos antifungalis hatdsu proteint, protedz
inhibitort, peroxidazt, kitinazt, defenzint kodolnak és a névények védekezését is meghatarozzak
(Van Loon és Van Strien 1999). Az SA jelatvitel markergéneként vizsgalt PR1 génrdl az utdbbi
idében azt talaltdk, hogy human kaszpazszerii doménnal rendelkezik és igy szabélyozhatja a
PCD-t a novényekben (Lu és mtsai. 2013).

A szubletalis, alacsony SA koncentraciok a kismértéki oxidativ stressz generalasaval a
novények antioxidans védelmi rendszerét aktivalhatjdk és hozzajarulhatnak a novények
altalanos stresszrezisztencidjanak fokozéasdhoz, amely ,,edz6dési” folyamat védelmet nytjthat
egy az ezt kovetd masodik stresszhatdssal (pl. a sostresszel) szemben (Németh és mtsai. 2002;
Horvath és mtsai. 2007; Arfan és mtsai. 2007; Krantev és mtsai. 2008; Szepesi 2009; Sahu
2013). A magas, letalis SA koncentraciok azonban olyan mértékii erdteljes oxidativ stresszt
generalhatnak, ami a PCD indukci6jahoz vezethet a ndvényekben (Gémes 2011; Sahu 2013).

Az SA-indukilta oxidativ stressz generdldsdval szorosan Osszefiigg az SA hatdsa a
fotoszintézisre (Janda és mtsai. 2012), ami szintén koncentracio- és fajfiiggd. Fariduddin és
mtsai. (2003) ugy talaltik, hogy az alacsonyabb SA koncentraciok (>10° M) novelték, mig a
magasabb koncentraciok csokkentették a pigmenttartalmat blizdban. Mar 100 uM-os SA kezelés
csokkentette a levél novekedését, a klorofill- és fehérjetartalmakat, a fotoszintézis maximalis
sebességét, a Rubisco enzim mennyiségét és aktivitasat arpaban (Pancheva és mtsai. 1996).
Buzaban és pillangosviragu fajoknal az SA kezelés hatasara csokkent a klorofill a és b tartalom,
azonban a karotinoid tartalom nétt (Moharekar és mtsai. 2003). Az 1 mM SA kezelés
megvaltoztatta az arpalevelek anatomidjat és tonkretette a kloroplasztiszok struktirajat

(Uzunova és Popova 2000). Alacsony maximalis kvantumhasznositast (Fv/Fm), effektiv
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kvantumhasznositast (Yield), fotokémiai kioltast (qP) és magas nem fotokémiai kioltast (NPQ),
valamint sztdmazarast mutatnak a ladfii dndl-1 és a cpr5-1 térpemutansok, melyek magas,
konstitutiv SA szintekkel rendelkeznek (Mateo és mtsai. 2006). Ezekkel ellentétben azonban az
SA eldkezelés fokozta a fotoszintetikus elektrontranszportot buzdban (Sahu és mtsai. 2002),
vagy csokkentette a fotoszintézisgatlo herbicid, a paraquat altal indukalt gatlast a CO, fixaciora
(Ananieva ¢és mtsai. 2002). Mas esetben pedig az exogén SA kezelés hatdsara fokozddott a CO,
fixalas sebessége, a Rubisco és a foszfoenol-piruvat karboxilaz (PEP) enzim aktivitasa
kukoricaban kadmium kezelést kdvetden (Krantev €s mtsai. 2006). Az azonban még nem ismert
az irodalomban, hogy az SA altal indukalt fotoszintetikus aktivitascsokkenés, a keletkezett H,0O,
¢s a PCD milyen korrelaciéban allnak egymassal.

Az SA allelopatikus anyag, mivel erdteljesen gatolja mas ndvények csirdzasat és
novekedését, és sztomazarast idéz eld gyokérkezelésként alkalmazva is (Sahu 2013). Ennek
egyik oka, hogy a SA hatasara a gyokerek sejtjeiben a membranpotencial depolarizalodik. Ez a
kaliumfelvétel és altalaban az aktiv transzport gatlasdhoz vezet, amelynek hatasara csokken a
gyokérben a vizpotencidl, amire a megnyuldsos novekedés rendkiviil érzékeny (Harper és
Blake 1981). Az SA hianyos NahG novények erételjes novekedésfokozodast mutatnak a vad
tipushoz képest (Abreu ¢s Munné-Bosch 2009), mig az SA hiperakkumulaldé névények torpe
novekedéstieck és spontan 1éziok figyelhetoek meg a levelein (Bowling és mtsai. 1997).
Emellett a 0,5 mM, 24 6rds SA kezelés proteazok és a 20S proteoszoma alegységeinek a
szintézisét, valamint a csirazas gatldé ABS hormon altal is indukalt LEA (Late-Embriogenesis-
Abundant) proteinek és dehidrinek szintézisét indukalta ladfiiben a csirazaskor (Rajjou és
mtsai. 2006). Xie és mtsai. (2007) azt is kimutattak arpa csirazasakor, hogy az SA gatolja a
gibberellinsav altal indukalt o-amilaz gént (Amy32b) és indukéalja az ABS hormonhoz
hasonléan WRKY38 expresszidjat az aleuronban, ami gatolja a csirazast.

Az SA sztomazarodast idéz el6 babban és kukoricaban is (Manthe és mtsai. 1992). Az
exogén SA-val kezelt szdja ndvények vizpotencidl értéke alacsonyabb  és
sztomakonduktancidjuk kisebb a kontrolléndl (Barkosky ¢és Einhellig 1993). Az SA
allelopatikus hatdsa soran a szomszédos novények vizhaztartasa és sztomaregulacidja is
megvaltozik. A H,O, és az NO az ABS altal indukalt sztomazaras jelatviteli molekulai,
azonban az még a mai napig nem tisztazott teljesen, hogy milyen mechanizmussal hat az SA a
sztomazarasra (Acharya és Assmann 2009). Az SA altal indukalt ROS-nak, koztiik a H,O,-nak
valamint a CO; asszimilaci6 szabalyozasaban is (Wang és Song 2008). Az SA a KAT enzim

gatlasaval és a plazmamembranhoz kotott NADPH-oxidaz serkentésével megnovelheti a H,0;
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mennyiségét a zarésejtek apoplasztjaban, noveli a K* ionra nézve a membran permeabilitasat és
csOkkenti a zardsejtek turgorat (Lee 1998). Az SA sztomazard hatdsa azonban erésen pH
fliggd. Minél alacsonyabb az inkubécios puffer pH-ja, annal nagyobb szdzalé¢kban zartak a
sztomak (pH 7,2: 5%; pH 6,2: 40%; pH 5,2: 78%) (Lee 1998). A zéarosejtekre gyakorolt SA
hatas tehat nagyon hasonlé az ABS hatasahoz. Ennek azonban az is lehet az oka, hogy az SA
kezelés hatasara az ABS szintje is gyorsan megemelkedik a levelekben (Szepesi és mitsai.
2009). Az ABS altal indukalt egyik jelatviteli ut soran az ABS a receptorahoz kotddik, és a
jelatvitel aktivalodéasa a Ca®* csatornak nyitasat és a PM tranziens depolarizadlodasat okozza.
Ennek a szignal atnak a komponense a H,O, (Wang és Song 2008) és az NO is (Garcia-Mata és
mtsai. 2003; Neill és mtsai. 2002). A tranziens membran depolarizacio elGsegiti a
plazmamembranban talalhatd Cl° efflux csatornak nyitodasat, ami tovabb depolarizalja a
membrant. Emellett az ABS megemeli az IP3 szintet a sejtben, ami tovabbi Ca®* felszabadulst
eredményez a belsé endomembran rendszerekben talalhato raktarokbol (ER, vakudlom). A
megemelkedett [Ca®*].; szint aktivalja a kifelé iranyulo Cl” csatorndk nyitodasat és gatolja a
befel¢ iranyuldé K' csatorndkat. Gatlodik a H'-ATPiz miikddése és megemelkedik a
citoszolikus pH. Ennek hatasara tartds depolarizaci6 alakul ki és aktivalédnak a kifelé iranyulo
K" csatorndk, a sejt turgora csokken és a sztoma bezarodik (Taiz és Zeiger 2006). A jelatvivo
H,O, forrdsa lehet a hormonkezelés hatdsara a membran-lokalizalt NADPH-oxidaz
aktivalodasa, valamint a =zarésejtek nagy fényérzékenységii kloroplasztiszai, ahol a
fotoszintetikus elektrontranszport hozzajarulhat a ROS képzddéséhez (Wang és Song 2008). Az
ABS altal indukalt sztdmazaras jelatviteli utjanak masik fontos eleme az NO, aminek szintézise
szintézis volt kimutathatdé ludfii zarosejtjeiben (Bright és mtsai. 2006). Ez az NO szintézis
példaul NOS gatloval megakadalyozhato, de a H,Oz-ot gatld antioxidansokkal is csokkenthetd.
Az ABS kezelés hatdsara tehat a NADPH-oxid4z aktivalodasa folytan keletkezé H,O, a NOS-
szeri vagy NR enzimeken keresztil NO-t general, ami a CADPR-en keresztil a
kalciumcsatornak nyitodasan at a sztomak zarasahoz vezethet (Neill és mtsai. 2008). Xin és
mtsai. (2003) bizonyitottak, hogy 1obab zardsejtjeiben az exogén SA kezelés is NO termelddést
indukal, aminek mértéke a sztomazarassal korrelal. Az SA sztomazarast indukald hatasa
specifikus NOS gatloval csokkenthetd, azaz a H,O, mellett az NO az SA-indukalta sztomazaras
masik fontos komponense. E kettd komponens kapcsolata az id6 fliggvényében azonban még
nem ismert az SA jelatvitelében (Acharya és Assmann 2009; Khokon és mtsai. 2011).

A zarésejtek fotoszintetikus aktivitidsa a sztomamiikodés soran nagyon jelentds. A

kloroplasztiszoknak kulcsszerepe van ebben, az elektrontranszport soran keletkez6 ATP
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produkcidban, a kékfény jelatviteli ttban, a keményitd raktarozasban, a malat szintézisben, €s a
CO; asszimildcidban, ami sordn ozmotikusan aktiv cukrok keletkeznek. Ez a vizpotencial
novekedéséhez vezet, és hozzajarul a sztomak nyitédasdhoz. A zarosejtek kiilonbozo
fényszabalyozta folyamatokban vehetnek részt. Bizonyitottak, hogy a kék fény indukalt
sztodmanyitodas fliggetlen a fotoszintézistél (Zeiger és mtsai. 2002). A sztomak erds
fényintenzitds hatdsara is kinyilnak, és ez gatolhaté a fotoszintetikus elektrontranszport
inhibitoraval, a DCMU-val, ami a fotoszintézist6l val6 fiiggdségére utal (Zeiger és mtsai.
2002). A zardsejtek szachardz szintézisére IS képesek, ami ozmotikumként szolgalhat a
sztomak nyitédasakor. A zarosejtek fotoszintetikus elektrontranszportja fiigg a CO, és O,
koncentraciojatol, ami arra utal, hogy a zardsejtekben is miikodik a Rubisco altal katalizalt CO,
fixaci6 (Lawson ¢és mtsai. 2002). Emellett a zarosejtekben a fotoszintetikus
elektrontranszportlanc melléktermékeként ROS is generalodhat. A 16bab levelekbdl izolalt
zardsejt protoplasztokban hipotonias oldatban a fotoszintézis jelentdsen gatlodott, ami
tiikr6z6dott a fluoreszcencia indukcids paraméterekben. Ez a hatas nem volt megfigyelhetd a
mezofill protoplasztokban, ami a két szovettipus eltérd valaszreakcidjara utal (Goh és mtsai.
2002). Eppen ezért a zarosejtek klorofill a fluoreszcencia indukciés paramétereinek vizsgalata
nagyon informativ lehet bizonyos kezelések hatasanak tanulmanyozasa soran a zardsejt
miikodésének pontosabb megismeréséhez (Lawson 2009). Az SA kozvetlen hatdsa a zarosejtek
fotoszintézisére azonban még egyaltalan nem ismert az irodalomban.

Az SA részt vesz a szeneszcencia ¢és a PCD indukcidjaban is. Morris és mtsai. (2000)
azt talaltak, hogy a SA hianyos NahG ludfii mutansban késett a szeneszcencia, a levelek
sarguldsa és csokkent a nekrozis, valamint a SAGI12 gén transzkripcidja a vad tipusu
novényekhez képest. Az SA emellett szdmos szeneszcenciahoz kapcsolt gént aktival
(Buchanan-Wollaston és mtsai. 2005), ugy mint a WRKY6 és WRKYS53 transzkripcios
faktorokat (Robatzek és Somssich 2001; Miao és Zentgraf 2007), valamint a VPE proteazok
koziil a YVPE-t (Yamada és mtsai. 2004). Nem ismertek azonban az SA kezelések hatasara
mas, a sejthaldlban fontos cisztein protedzok és MAPK-ok génexpressziojaban bekodvetkezett
valtozasok. Garcia-Heredia és mtsai. (2008) leirtak az SA indukalta PCD folyamatai koziil a
ROS és a citokrom c kidaramlasanak szerepét a ludfii sejtszuszpenzidban, de nem irnak az NO
valtozasarol. Egyaltalan nem ismert még az irodalomban a ROS/NO arany, az ET szerepe és az
ionhomeosztazis megvaltozasa az SA-indukalta PCD-ben.

Bar az SA kozvetlen és stressz akklimatizaciot javitd hatdsairol nagyszdmu kézlemény
jelent meg, a felsorolt irodalmak kozott is sok olyan talalhatd, ahol az SA koncentraciok abba a

tartomanyba esnek, amelyek késébb PCD kialakulasat eredményezik (Uzunova és Popova

39



2000; Khokon ¢és mtsai. 2011). Nincs azonban 6sszehasonlito vizsgalat arra vonatkozdan, hogy
milyen kiilonbség van a vizsgalt fiziologiai folyamatok (fotoszintézis, sztdmazaras) egyes

elemeiben az akklimatizaciot eredményezd és a sejthalalt indukald SA koncentraciok kozott.
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3. Célkituzések

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

sostressz akklimatizaciot javito szubletalis SA koncentracioval torténd kezelés hatasa, valamint

a magasabb koncentraciok programozott sejthalalt indukald folyamatai kozott paradicsom

novényekben. Milyen biokémiai, fiziologiai és génexpresszios kiillonbségek figyelhetok meg a

még éppen toleralhatd és a PCD-t indukald hatasi SA- ¢s NaCl koncentraciok hatasa kozott.

Tovabba miben kiillonbozik a kétféle stresszor, az abiotikus sostressz €s a biotikus stresszben

szerepet jatszo SA altal indukélt PCD mechanizmusa.

Kutatasaink soran a kovetkezo6 kérdésekre keressiik a valaszt:

1.

Milyen koncentracioban indukal a NaCl és SA PCD-t paradicsom ndvényekben? Hol
hazodik az akklimatizacié €s a sejthaldl hatdra és ezt milyen fiziologiai folyamatok
hatarozzak meg?

Hogyan valtoznak a fotoszintetikus aktivitas és a klorofill a fluoreszcencia indukcids
paraméterek a kezeléseket kovetden? Hozzdjarulhat-e a fotoszintézis valtozasa a PCD
indukciojahoz az SA-kezelt és a sostressznek kitett ndvényekben?

Mivel a fotoszintézis fontos szerepet jatszik az ozmotikus adaptacioban, gatlodasakor a
novények érzékenyebbé valnak a sostresszre is. A fotoszintetikus aktivitds egyik fontos
fixaciot. Milyen mechanizmusokon keresztiil hat az SA a sztdémamiikodésre? Mik az SA-
indukalt sztomazarodasban a jelatviteli komponensek, kiilonds tekintettel a ROS (H,0,)
¢s az NO szerepére?

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

Milyen azonossagok illetve kiilonbségek figyelhetok meg intakt novényekben az SA és
NaCl altal indukalt PCD folyamataiban, a sejtek életképességének valtozasaban, az
etilénprodukcioban, az ionhomeosztazisban, a H,O, és egyéb ROS formak, valamint az
NO  produkciojaban?  Aktivalodnak-e  ,proapoptotikus”  cisztein  protedzok,
metakaszpazok, vakuolaris processzalé enzimek, a jelatvitelben szereplé MAPK ¢és
»antiapoptotikus” (Bax Inhibitor-1, PR) gének a kiilonb6z6 kezelések hatasara?

Hogyan valtozik az SA- és NaCl kezelések hatasara a sejthaldl terminacidjaban szerepet
Jatszo Osszes proteaz aktivitds, valamint zselatin-SDS-PAGE gélen torténd elvalasztas

utani aktivitasa?
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Hogyan alakulnak a PCD-t indukalo jelatviteli itvonalak paradicsom sejtszuszpenzidban
a kezelések hatasara? Mik a PCD indukcidjanak kozos és eltérd elemei a két stresszor
esetén a paradicsom sejtszuszpenzidban? Milyen citomorfologiai valtozasok torténnek az
SA- ¢és a NaCl-indukalt PCD terminaciojakor?

Modellezheték-e a nem fotoszintetizald osztoddé gyokércsics PCD  folyamatai

sejtszuszpenzidval?
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4. Anyagok és modszerek

4.1. Intakt novényeken végzett kisérletek

4.1.1. A novénynevelés és a kisérletek elokészitése

Kisérleteink soran Solanum lycopersicum Mill. L. cvar. Rio Fuego paradicsom ndvényeket
hasznaltunk fel. A csirdztatds 3 napon keresztiil stétben, 26°C-on tortént. Ezt kdvetden a
novények két hetes korukig perlitben, majd 4-6 hetes korukig vizkultiraban, iiveghazi
koriilmények kozott ndvekedtek. A tdpoldat Osszetétele a kovetkezd volt: 2 mM Ca (NO,),, 1

mM MgSO,, 05 mM KH,PO,, 0,5 mM Na,HPO,, 0,5 mM KCl és a mikroclemek (10 M

7 -7 -7 -5 -5
MnSO,, 510" M ZnSO,, 10" M CuSO,, 10" M (NH,);Mo,0,, , 10° M H,BO,), 2:10" M Fe-

EDTA, pH 5,8. A novényeket 12 6ras nappali és 12 oras éjszakai peridodus, 300 pmol m_2 S-1
fényintenzitdas (F36W/GRO fénycsovek, Sylvania, Németorszag), 24/22°C nappali/éjszakai
homérséklet és 55-60%-os relativ paratartalom mellett neveltilk. A tapoldatot kétnaponta
cseréltiik. A novények a 107-102 M SA és 100-250 mM NaCl kezelést a tapoldattal kaptak, 6
ill. 24 o6ran keresztil. A vizsgalatokhoz minden esetben a feliilrl szamitott harmadik
levélemeletrdl szarmazo, kifejlett leveleket hasznaltuk fel. A kisérleteket 9 és 18 o6ra kdzott

végeztiik és 3-5 alkalommal ismételtiik.

4.1.2. A hidrogén-peroxid kvantitativ és kvalitativ meghatarozasa

A H,0, tartalom meghatarozasanal Velikova és mtsai. (2000) mddszerét hasznaltuk fel. 200 mg
friss novényi mintat 1 ml hideg 0,1 %-0s TCA-val eldorzsoltiink, majd lecentrifugaltuk (12000
rpm, 10 perc, 4°C). 0,5 ml feliiliszohoz hozziadtunk 0,5 ml 50 mM K-foszfatpuffert (pH 7) és
1 ml 1 M-os KI oldatot, majd &sszeraztuk és 10 perc utan, 390 nm-en fotometraltuk
(KONTRON kétsugaras spektrofotométer, Milano, Olaszorszag). A H,O, mennyiségeket nmol
g* friss tomegre (FT) vonatkoztatva adtuk meg. A kalibraciot H,O, higitasi sorozataval
készitettiik.

A H,0, detektalasara a levelekben diamino-benzidin (DAB) festéket hasznaltuk, ami
sOtétbarnas szint adva jelzi a HyO, jelenlétét a szovetekben (Thordal-Christensen és mtsai.

crer
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Ezutan leszivtuk a DAB-festékoldatot, majd a mintakat 15 percen keresztiil 90°C-on foztiik
96%-o0s etanolban. A fézést kdvetden az etanolt eltavolitottuk és a leveleket 50%-0s glicerines
oldatba helyeztiik, amiket ezutan lefényképeztiink (Sony Cyber-shot DSC-H9 digitalis
fényképezbgép segitségével (Sony Co., Tokyo, Japan)).

4.1.3. A szuperoxid gyokanion kvalitativ meghatarozasa

A szuperoxid gyokanion detektalasara a nitrotetrazolium-kék (NBT) festéket hasznaltuk, ami

kék szint adva jelzi a O;" jelenlétét a szovetekben (Overmyer és mtsai. 2000). A mintakat 3

cre

festékoldatot és 25 ml 96%-os etanolt pipettaztunk a helyére, majd a mintakat 15 percen
keresztiil 90°C-on foztiik. A fézést kovetéen az etanolt eltavolitottuk és 50%-0s glicerines
oldatba helyeztik a leveleket, amiket ezutan lefényképeztiink (Sony Cyber-shot DSC-H9
digitalis fényképez6gép segitségével (Sony Co., Tokyo, Japan)).

4.1.4. Fotoszintetikus paraméterek meghatarozasa

4.1.4.1. A sztomakonduktancia mérése

A sztomakonduktanciat a levelek abaxidlis felszinének kozepén, steady-state porométer
segitségével (PMR-2, PP Systems, Amesbury MA, USA) hataroztuk meg a ndovénynevelés

kortilményei kozott a kezeléseket kovetden.

4.1.4.2. A CO, asszimilacio meghatarozasa a kiils6 CO; koncentracié fiiggvényében

A CO; asszimilaciot a kiilsé (ambient) CO, koncentracio (C,) fliggvényében, hordozhato
fotoszintézis méré rendszerrel (LI-6400, Lincoln, Nebrasca, USA) és a hozza kapcsolt
infravords gazanalizator segitségével hataroztuk meg. A kamrdban a mérés soran mindvégig
standard koriilményeket biztositottunk: 25°C, 65+10% nedvességtartalmi levegd, amelynek
aramlasi sebessége 500 umol m?s™? volt, 500 pmol m?s™ fényintenzitason. A méréseket az
emelkeds kiilsé CO, koncentracié fiiggvényében (0-1600 pmoél mol™ (Ca)) végeztiik, miutan a
leveleket 10-10 percig fényadaptaltuk.
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A novények A/C, gorbéinek paramétereit az A/C, gorbék kezdeti linearis szakaszara (0-400
umol mol™ (C,)) illesztett egyenes alapjan (y=ax-+b) hataroztuk meg (Pfanz és mtsai. 2007),
ahol a = a karboxilaciés hatékonysaggal egyenld (CE: Carboxylation efficiency (umél m 2
s H(umol mél™)™t). Az x tengelymetszetbdl meghataroztuk a CO, kompenzéacios pontot (Ccp:
CO, compensation point [umol CO, mol™]). A teljes A/C, gorbékre illesztett fiiggvénnyel (y
=Yo+a(l-e™)) pedig meghataroztuk a telitési gorbe maximumat (Ama (umél CO, m2s™)) a

SigmaPlot 11.0 (Systat Software Inc., Erkrath, Németorszag) program segitségével.

4.1.4.3. A CO, asszimilacio meghatarozasa a kiils6 fényintenzitas fiiggvényében

A CO; asszimilaciot a fényintenzitas (PPFD) fliggvényében, hordozhato fotoszintézis mérd
rendszerrel (L1-6400, Lincoln, Nebrasca, USA) és a hozza kapcsolt infravoros gazanalizator
segitségével hataroztuk meg. A kamrdban a mérés sordn mindvégig standard koriilményeket
biztositottunk: 25°C hémérsékleta, 65+10% nedvességtartalmu, 360 pumol
mol™ CO, tartalmu levegd, melynek aramlési sebessége 500 pmol m?s™ volt. A méréseket a
fényintenzitis fiiggvényében (0-1200 pumoél m™?s™ (PPFD)) végeztiik, miutan a leveleket
minden egyes fényintenzitds értéknél 10 percig sotétadaptaltuk.

A ndvények fénygorbéinek paramétereit a fénygdrbék kezdeti linearis szakaszara (50-
300 umol m?s™ (PPFD)) illesztett egyenes alapjan (y=ax+b) hatiroztuk meg (Lambers és
mtsai. 1998), ahol az a a kvantum hasznositassal (Q: Quantum yield (mol CO, mol ™" foton)), az
egyenes x tengelymetszete a fény kompenzaciés ponttal (Lcp: Light compensation point (umol
m2sh), és b a sotétlégzéssel (Rd: Dark respiration (umél CO, m 2 s7%) egyenld. A teljes
fénygorbekre illesztett fiiggvénnyel (y=o(1-e™), ahol x=PPFD-Lcp) meghatéaroztuk a telitési
gorbe maximumat (Amax (umol CO, m 2 s1) a SigmaPlot 11.0 program (Systat Software Inc.,

Erkrath, Németorszag) segitségével (Toledo-Aceves és Swaine 2008).

4.1.4.4. A Klorofill a fluoreszcencia indukcios paraméterek meghatarozasa

Intakt levelekben a klorofill a fluoreszcencia indukcid paramétereit hordozhatd fotoszintézis
méré rendszerrel (LI-6400, Lincoln, Nebrasca, USA) hataroztuk meg. A mér6kamraban a
mérés soran mindvégig standard koriilményeket  biztositottunk:  25°C, 65+10%

nedvességtartalma, 360 pumol mél™* CO, tartalma levegd, amelynek aramlési sebessége 500

45



umol m?s™ volt. A mérések soran a leveleket 10 percig sotétadaptaltuk, majd a beallitott
paraméterekkel elinditottuk a mérést (Guoth és mtsai 2009).

A mért klorofill fluoreszcencia értékekbodl (Fm, Fo, Fv, Fs, Fm’, Fo’) a kovetkezo
paramétereket hataroztuk meg (Rohacek 2002):
1. Fv/Fm, ami megadja a méasodik fotokémiai rendszer maximalis kvantumhasznositasat, azaz a
reakcidcentrumok altal begylijtott 6sszes energia fotokémiai folyamatokra fordithaté részét.
2. A masodik fotokémiai rendszer effektiv kvantumhasznositasat (Yield = (Fm’-F)/Fm’), ami a
teljes energia az €ppen nyitott reakcidcentrumokban, a fotokémiai munkavégzésre felhasznalt
része (Genty és mtsai. 1989).
3. A fotokémiai kioltasi paramétert (qP), azaz qP=(Fm’-Ft)/(Fm’-Fo”) (Bilger és Schreiber
1986).
4. A nem fotokémiai kioltast (NPQ), azaz NPQ=(Fm-Fm’)/Fm’ (Bilger and Bjorkman 1990).
5. A relativ fotoszintetikus elektrontranszport (Rel. ETR) értékét: Rel. ETR=
0,84*0,5*PPFD*(Fm’-F)/Fm’. A Rel. ETR/PPFD gorbékre az alabbi illesztést alkalmaztuk:
Rel. ETR=Rel. ETRmax(1-6"""™)) a SigmaPlot 11.0 szoftver (Systat Software Inc. Erkrath,
Germany) segitségével, ahol a Rel. ETRmax a maximum értéke a relativ elektron transzportnak,
a a gorbe meredeksége, Ix (Ik=Rel. ETRya/0) @ minimalis telitd fényintenzitas (Roleda és

mtsai. 2006).

4.1.4.5. A fotoszintetikus pigmenttartalmak meghatarozasa

A Kklorofill és a karotinoid pigmenttartalmak meghatarozasanal Lichtenthaler (1987) modszerét
hasznaltuk fel. A klorofillok kivonasa két fazisban tortént. 25 mg tomegil levélszovethez 1 ml
100%-o0s acetont adtunk hozza, és 24 oOran keresztiil allni hagytuk hitoben. Ezutan
lecentrifugaltuk a mintakat (15000 rpm, 15 perc, 4°C), majd a feliiluszot félretéve, ismét 24
oras extrakcionak vetettiik ald 1 ml 80%-o0s acetonnal, 4°C-on. Az abszorpcidméréseket
KONTRON kétsugaras spektrofotométer (Milano, Olaszorszag) segitségével végeztik. Az
extraktumok pigmenttartalmait 470, 646,8 és 663,2 nm-en mért abszorpcidk alapjan
szamitottuk ki a kdvetkezd képletek segitségével:

Kl a= 12,25 As632-2,79 Asas 8

Kl b=21,50"Ag46,8-5,10 Age32

Kl a+b=7,15Age32+18,71 Agss s

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

A pigmenttartalmakat pg g friss tdmegre vonatkoztatva adtuk meg.
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4.1.4.6. Az osszcukortartalom meghatarozasa

Az 0Osszcukor mennyiségének meghatarozasara a Dubois ¢€s mtsai. (1956) fenol-kénsavas
modszerét hasznaltuk fel. 1 g friss novényi mintat desztillalt vizben eldorzsélve, majd 10 mi-re
kiegészitve 90°C-on 45 percig forraltuk. Miutan lehiilt, lecentrifugaltuk (12000 rpm, 15 perc,
4°C) és a feliiliszobol 40 pl extraktumot, 360 pl desztillalt vizet, 400 ul 1,8 %-os fenol oldatot
¢s 2000 pl cc. HaSO4-et mértiink Ossze. Osszerazva, 15 perc utan 490 nm-en fotometraltuk
(KONTRON kétsugaras spektrofotométer, Milano, Olaszorszag). Az Osszcukor mennyiséget
szachar6zzal készitett kalibraciés gorbe segitségével hataroztuk meg 20-250 upg/ml
koncentraci6 intervallumban. Az osszcukor mennyiségeket g g friss tdmegre vonatkoztatva

adtuk meg.

4.1.5. Az etilénprodukcio meghatarozasa

1 g ndvényi mintat helyeztlink gazgyiijté tivegekbe, melyeket szilikongumival ellatott kupakkal
zartunk le. A mérés megkezdése elott az etilént 1 6rdn keresztiil gylijtottikk sotétben. Az
etilénprodukcidt gazkromatograf segitségével (Hewlett-Packard 5890 Series 11, Avondale PA,
USA), langionizaciés detektorral, aluminium-oxiddal toltott oszlopon hataroztuk meg. A
hélium vivégaz dramlési sebessége 35 cm? perc?, a hidrogéné 30 cm® perc?, a levegdé 350 cm?
perc™ volt. Az injektor hdmérséklete 120°C, a kolonnaé 100°C, a langionizacids detektoré

crer

készitett kalibracio alapjan nmol g'lfriss tomeg ora értékben adtuk meg (Tari és mtsai. 2006).

4.1.6. Az életképesség meghatarozasa fluoreszcens festéssel gyokércsucsban

Az életképességet 3,5 ml 0,002%-os fluoreszcein diacetat (FDA) oldat segitségével hataroztuk
meg 5 percig tartd festéssel sotétben, szobahdmérseékleten (Gémes és mtsai. 2011). A mintakat
a festés utan 5 percig 3,5 ml 10 mM-os MES/TRIS (pH 6,10) oldattal mostuk, majd Zeiss
Axiovert 200M tipusu mikroszkop alatt (Carl Zeiss Inc., Jena, Németorszag), a 10-es filterszett
segitségével vizsgaltuk (excitacido 450-495 nm, emisszio 515-565 nm). Az expozicios 1d6 153

ms volt. A felvételek elkészitésénél Otszords objektivet alkalmaztunk. A mintakrol nagy
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felbontasu digitalis kamera segitségével fotokat készitettiink (Axicam HR), majd a képeket az

Axiovision 4.8 szoftver (Carl Zeiss Inc., Miinchen, Németorszag) segitségével dolgoztuk fel.

4.1.7. A ROS produkcio meghatarozasa fluoreszcens festéssel gyokércsucsban

a 2’,7’-dikloro-dihidro-fluoreszcein-diacetat (H,DCFDA) fluoreszcens festékkel detektaltuk
(Suhita és mtsai. 2004). A festék zold fluoreszcenciadt mutatd formaja a ROS jelenlétét jelzi a
a mintakat 3,5 ml 10 mM-os MES/TRIS (pH 6,15) oldattal mostuk, majd Zeiss Axiovert 200M
tipusit mikroszkop alatt (Carl Zeiss Inc., Jena, Németorszag), a 10-es filterszett segitségével
vizsgaltuk (excitacio 450-495 nm, emissziéo 515-565 nm). Az expozicios id6 250 ms volt. A
felvételek elkészitésénél Otszords objektivet alkalmaztunk. A mintdkrol nagy felbontasu
digitalis kamera segitségével fotokat készitettiink (Axicam HR), majd a képeket az Axiovision
4.8 szoftver (Carl Zeiss Inc., Miinchen, Németorszag) segitségével dolgoztuk fel. A ROS-t
jelzo6 festék zold fluoreszcenciajanak alapjan megmeértiik a mintak pixelintenzitasat, ami a ROS
mennyiségével ardnyos. A festék ellendrzéseként a ROS kioltast a negativ kontroll
elkészitésekor | mM aszkorbéttal (ASA) és 100 Unit ml™ katalazzal (KAT) végeztiik. A pozitiv
kontrollhoz 10 puM-0s H;0,-ot hasznaltunk, ami fokozta a H,DCFDA fluoreszcenciajat a
mintdkban (Allan és Fluhr 1997).

4.1.8. Az NO produkcio meghatarozasa fluoreszcens festéssel gyokércsucsban

crer

diaminofluoreszcein-diacetat (DAF-2DA) fluoreszcens festékkel detektaltuk (Bright és mtsai.
2006). A festék zo6ld fluoreszcenciat mutatd formaja az NO jelenlétét jelzi a mintdkban. A
mintakat 3,5 ml 10 mM-os MES/TRIS (pH 6,10) oldattal mostuk, majd Zeiss Axiovert 200M
tipusi mikroszkop alatt (Carl Zeiss Inc., Jena, Németorszag), a 10-es filterszett segitségével
vizsgaltuk (excitacio 450-495 nm, emisszio 515-565 nm). Az expozicios id6 2,42 s volt. A
felvételek elkészitésénél Otszords objektivet alkalmaztunk. A mintakrol nagy felbontasu

digitalis kamera segitségével fotokat készitettiink (Axicam HR), majd a képeket az Axiovision
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4.8 szoftver (Carl Zeiss Inc., Miinchen, Németorszag) segitségével dolgoztuk fel. Az NO-t
jelzoé festék zold fluoreszcenciajanak alapjan megmértiik a mintak pixelintenzitasat, ami az NO
mennyiségével aranyos. A festék ellendrizéseként az NO kioltasat a negativ kontroll
készitésekor 100 puM cPTIO-val (2-(4-karboxifenil)-4,4,5,5-tetrametilimidazolin-1-oxyl-3-
oxid) végeztiik. A pozitiv kontrollhoz 100 uM-0s natrium-nitroprusszidot (SNP) hasznaltunk,

ami fokozta a DAF-2DA fluoreszcencidjat a mintakban.

4.19. In silico médszerek (gének Kivalasztasa, homologiafa Kkészitése,

promadteranalizis)

A szakirodalom alapjan kivalasztott génekre internetes adatbazisokbol (DFCI, NCBI, Sol
Genomics Network, TGRC) kigytjjtottilk a hasonld fehérjéket kodold szekvenciakat, majd
homologiaillesztést hajtottunk végre, és elkészitettiik a szekvenciak homologia fajat a ClustalW

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) és a  Dendroscope 3.2.2.  programok

(http://ab.inf.uni-tuebingen.de/software/dendroscope/)  (Huson és  Scornavacca 2012)

segitségével (1.-2. mellékletek).
A gének analizisét a Sol Genomics adatbazis segitségével végeztik el

(http://solgenomics.net/) (4. melléklet).

A génekre az NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) és Primer 3 szoftver

(http://frodo.wi.mit.edu/) (Rozen és Skaletsky 2000) segitségével terveztiink primereket (3.

melléklet). Referencia génként a paradicsom elongacios faktor 1 alfa (SIEF1) génjét
(X53043.1) valasztottuk (3. melléklet), mivel az SIEF1 egy konstitutivan expresszalodo gén a
kiilonbozd stresszhatasok alatt (Lovdal és Lillo 2009). A tervezett primer szekvencidk
génspecifitasat az NCBI BLAST segitségével ellendriztiik
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi).

A kivalasztott gének promoterelemzeését a PlantCARE adatbazis segitségével végeztiik

el (http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/) (Lescot és mtsai. 2002), a teljes

gén szekvencidjat megel6z6, a transzkripcid iniciacids helye (ATG) elétti 1,5 kb hossz
upstream régiot felhasznalva. Célunk az, hogy meghatarozzuk, milyen promoétermotivumok
szabalyozzak az altalunk kivalasztott gének miikodését, kiillonds tekintettel a stresszvalaszra (5.

melléklet).
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4.1.10. RNS izolalas, DNaz kezelés, cDNS iras, qRT-PCR

A novényekbdl szarmazé dsszes RNS preparaldsdhoz kb. 100 mg mintat folyékony nitrogénben
elhomogenizaltunk dorzscsészében, majd 1 ml TRI reagenst adtunk hozza (1,822 M guanidium
izotiocianat, 11,36 mM natrium-citrat, 200 mM kalium-acetat pH 4,0, 0,7341 mM N-lauril-
szarkozin, 44 mM B-merkaptoetanol, 45,45% fenol). A mintakat 65°C-on 3 percig inkubaltuk,
majd 200 pl kloroform hozzaadasa utan 3 percig szobahOmérsékleten tartottuk. Ezutan a
mintdkat centrifugaltuk (10000 rpm, 15 perc, 4°C) és a feliluszot 375 pul
kloroform:izoamilalkoholba (24:1) atpipettaztuk. Ujabb centrifugalas utan (10000 rpm, 15 perc,
4°C) a mintakat 500 pl izopropanolba pipettaztuk és 10 percig szobahémérsékleten inkubaltuk.
Ezutan lecentrifugaltuk Sket (12000 rpm, 10 perc, 4°C), majd a pelletet 500 pl 70%-0s hideg
etanollal tisztitottuk. Ezt kovetden 30 pl dietil-pirokarbonattal (DEP) kezelt steril desztillalt
vizben feloldottuk az RNS-t. Az esetleges degradaciot 1%-0s agardz gélelektroforézissel
ellendriztiik (Chomczynski és Sacchi 1987).

A mintakat DNaz enzimmel kezeltiik, 4 ul DNaz puffer, 17 ul DEP-es viz és 0,2 pul
RNaz inhibitorhoz hozzadadunk 12-18 pg RNS mintat és ezutan 4 pul DNaz enzimet (Fermentas
Fermentas UAB, Vilnius, Litvania). Az elegyet 37°C-on 30 percig, majd 65°C-on 10 percig
inkubaltuk. A fehérjéket 150 pl kloroformmal és 150 ul fenollal eliminaltuk, majd a mintakat
centrifugaltuk (10000 rpm, 15 perc, 4°C). A feliiluszot tovabb tisztitottuk 200 pl kloroformmal,
centrifugaltuk (12000 rpm, 15 perc, 4°C), majd 550 ul hideg 96%-os etanol és 20 ul 3 M-o0s
Na-acetat elegyében 2-3 o6rat inkubaltuk. Centrifugalas utan (12000 rpm, 15 perc, 4°C) 500 ul
70%-0s hideg etanollal mostuk, majd 30 ul DEP-es vizben feloldottuk a pelletet. Az esetleges
degradaciot 1%-0s agardz gélelektroforézissel ellendriztiik (Gallé 2010).

A tisztitott RNS-t 200 Unit reverz transzkriptaz (RT) enzim (Fermentas Fermentas
UAB, Vilnius, Litvania) segitségével cDNS-sé irtuk at, 4 ul reverz transzkriptaz reakcio puffer,
0,5 ul random hexamer, 1 ul 25 mM-o0s dNTP mix, 0,5 pl RNaz inhibitor, 13 pl DEP-es vizet
tartalmazo reakcidelegyben. A reakci6 37°C-on 1 6ran 4t tartott (Gallé 2010).

A vizsgalni kivant gének expressziojat qRT-PCR segitségével detektaltuk. 15 pl
szintetizalt cDNS-t 285 ul nukleazmentes vizzel kihigitottunk, majd ebbdl 9 ul higitott cDNS-t
osszekevertiink 0,5 pl primerparral és 10 ul SYBRGreen mixxel (Fermentas Fermentas UAB,
Vilnius, Litvania). A kvantitativ PCR-t (QRT-PCR) Real-Time PCR késziilékkel (Biorad,
Hercules CA, USA) végeztiik. A reakci6 soran 10 perces 90°C-on tdrténd hevitést, 41 ciklusbol
4ll6 sorozat (15 masodpercig 95°C, 1 percig 60°C) kovetett. A SYBRGreen festék
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fluoreszcenciajat minden 1épés utan az Opticon Monitor szoftver (BioRad, Hercules CA, USA)
segitségével detektaltuk. A PCR lefutasa utdn a termékek specifikussagat az olvadasi gorbék

28 modszert alkalmaztuk. Az

nyomonkovetésével ellendriztiik. Az adatok analizisekor a
SIEF1 értékeit hasznaltuk referenciaként, ami mindvégig konstans expresszios szinteket
mutatott a levelekben és gyokerekben, €és a kapott eredményeket kezdeti kontroll eredményeire

normalizaltuk (Gallé 2010).

4.1.11. Az elemtartalom meghatarozasa

2 g friss novényi mintat desztilldlt vizben torténd erdteljes kétszeri mosast kovetden
szaritoszekrényben 80°C-on 24 6ran at szaritottuk. A lemért szaraz tomegli (SZT) mintakat 6
ml koncentralt salétromsavval roncsoltuk 20 dran keresztiil, majd 2 ml HyO,-t mértiink ra
elszivo fiilke alatt. A mintakat roncsold csdvekbe ontottiik és 200°C-on 25 percig roncsoltuk
mikrohulldmu roncsoldéban (MarsXpress CEM, Matthews NC, USA). A kihtilés utan a mintakat
20 ml-re higitottuk ioncserélt desztillalt vizzel. Az elemek meghatarozasa a megfeleld
kalibraciok és higitdsok elkészitése utan atomabszorpcids spektrométerrel (AAS, Hitachi Z-
8200, Tokyo, Japan), leveg6-acetilén lang alkalmazasaval tortént (Trivedi és Erdei 1992). A

mért elemtartalmak mennyiségét umol g™ SZT értékben adtuk meg.

4.1.12. A fehérjetartalom meghatarozasa

500 mg ndvényi mintat eldorzsoltink hideg 50 mM Tris-HCI (pH 7,4) pufferben, majd
lecentrifugaltuk (10200 rpm, 10 perc, 4°C). A fehérjetartalom meghatarozasat Bradford (1976)
modszere alapjan végeztiik. Kezelésenként 5 pl, ill. 2 ul levél ill. gyokér feliiluszot adtunk 900
ul desztillalt vizhez és 100 pl Bradford festékhez (Biorad, Hercules CA, USA), majd alapos

keverést kovetden 595 nm-en fotometraltuk 6ket.
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4.1.13. A proteazaktivitas meghatiarozasa azokazeinnel ¢és zselatin-SDS-

poliakrilamid-gélelektroforézissel (PAGE)

500 mg névényi mintat eldorzsoltiink 50 mM-os hideg Tris-HCI pufferben (pH 7,4), majd
lecentrifugaltuk (10200 rpm, 10 perc, 4°C). 50 pul feliiluszéhoz 550 pl 100 mM-os
K-foszfatpuffert (pH 5,5) és 300 ul 1%-0s azokazeint adtunk, majd 37°C-on inkubaltuk 2 6raig.
A folyamatot 30 percig tartd 300 ul 10%-os hideg triklorecetsavas kezeléssel (TCA) allitottuk
le jégen. A mintakat lecentrifugaltuk (12000 RPM, 10 perc, 4°C), majd fotometraltuk 440 nm-
en (KONTRON kétsugaras spektrofotométer, Milano, Olaszorszag) (Pereira és mtsai. 2010).

A proteazok aktivitasanak meghatarozasara 20 ul fehérjemintat valasztottunk el 0,1%-
os zselatint tartalmazo SDS-PAGE-vel (5%-os felsé gél, 12,5%-os alsé gél) 90 V-on 20 percig,
majd 70 V-on 120 percig (Grudkowska és Zagdanska 2010; Rossano és mtsai. 2011). A
molekulastly jeloléséhez 10 pl ProSieve QuadColor fehérje markert (Lonza, USA, Rockland)
hasznaltunk. A mintakhoz és a gélhez adott 20%-0S natrium-dodecil-szulfatot (SDS) az
elvalasztas utan 2,5%-0s Triton-X 100 oldattal mostuk, a gélek razatasa kétszer 40 percig (40
rpm, 25°C) tortént. A géleket ezutdn inkubacids pufferbe tettiik (50 mM Tris-HCI, 5m M
CaCly, 2m M MgCly, pH 5,5) 37°C-on 16 6rara. Az inkubéci6 utin a géleket 250 ml 0,1%
Coomassie Brilliant Blue R-250 festékkel (40%-o0s metanol és 10%-0s ecetsavat tartalmazo
oldatban) festettitk meg 30 percig, majd mostuk kétszer 30 percig. A géleket ezutan desztillalt
vizbe helyeztilk, majd digitalizaltuk. A proteolizist a fehér, atlatszo csikok mutatjak a kék

hattérben, amelyet a Digimizer 4.2.2.0. (http://digimizer.com/) képelemz6 program segitségével

analizaltunk. Az adott kDa tomegli protedzok foltjainak pixelintenzitasat a teriiletre €s a

hattérre normalizaltuk.

4.1.14. Az életképesség meghatarozasa elektrolit kieresztés (EL) alapjan

Az elektrolit kieresztést Sun és mtsai. (2010) alapjan hatdroztuk meg. 1 cm atmérdji
levélkorongokat vagy 100 mg gyokeret tettiink kezelésenként 10 ml 1oncserélt desztillalt vizbe
2 orara, 25°C-on. Az inkubéacid utdn meghatdroztuk az oldat vezetdképességét (C1)
konduktivitdismérdvel (OK-102/1 Radelkis, Budapest, Magyarorszag). A mintdkat ezutan 40
percig forraltuk, majd lehiités utan ismét meghataroztuk az oldat konduktivitasat (C2). A relativ
elektrolit kieresztést a kovetkezd képlettel szamoltuk: Rel. elektrolit kieresztés= (C1/C2)X100.
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4.1.15. DNS fragmentalodas vizsgalata agaro6z-gélelektroforézissel

A mintékat folyékony nitrogénben, dorzsmozsarban eldorzsoltiik, majd Eppendorf-csobe tettiik,
¢és 400 pl homogenizald puffert (0,1 M NaCl, 2% SDS, 50 mM TRIS-HCI pH 9, 10 mM
EDTA) adtunk hozza, amelyben szobah6mérsékleten 10 percig allni hagytuk. Ezutan 300 pl
fenol-kloroform 1:1 (V:V) aranyu elegyét mértilk hozza, és alaposan Osszeraztuk, majd
lecentrifugaltuk (5600 rpm, 10 perc, 4°C). A feliiltiszoval a fenol-kloroformos tisztitasi eljarast
még kétszer megismételtiik. A feliiliszohoz 0,5 ml kloroform-izoamilalkoholt (24:1) adtunk és
lecentrifugaltuk. (5600 rpm, 10 perc, 4°C). Az Gjabb feliiluszéhoz 550 pl jéghideg izopropanol
¢s 20 ul Na-acetat elegyét adtuk, majd elegyités utan az Eppendorf-cséveket 30 percig
szobahémérsékleten allni hagytuk. A mintakat lecentrifugaltuk (12000 rpm, 10 perc, 4°C). A
kapott csapadékot 70%-os etanollal mostuk és jbol lecentrifugaltuk (12000 rpm, 10 perc, 4°C),
majd az alkohol alapos eltavolitasa utdn 30 percig jégen steril koriilmények kozott inkubaltuk.
A DNS-t 50 pl TE pufferben (10 mM TRIS, 1 mM EDTA, pH 8) vettiik fel (Kubis és mtsai.
2003). A kinyert DNS 10 pl-ét 3 ul festékkel (6x MassRuler Loading Dye), és 2 ul RNaz A-val
3%-os (w/v) agardz-gélben, TBE (Tris-borsav-EDTA) pufferben 2 6rat futattuk 80 mV-on.

4.2. Zarosejteken végzett kisérletek

4.2.1. Az epidermisznytuzatok elokészitése és kezelése

A feliilrél szamitott harmadik levélemeletrdl szarmazoé kifejlett, kezeletlen novények leveleinek
abaxialis oldalardl, csipesz segitségével két levélér kozott lenytztuk az epidermisz szovetet. Az
epidermisznyizatokat 35 mm atmérdjli, iiveg alju, milanyag Petri-csészébe (MatTek Co.,
Ashland MA, USA), 0,3 ml ,,nyité pufferbe” (NP) (10 mM MES/TRIS, 10 mM KCI, 0,1 mM
CaCly, pH 6,15, 35 mOsm) helyeztiik (Garcia-Mata és Lamattina (2007) alapjan, modositva).
Ezutan egy 1 cm? nagysagu fémraccsal az edény aljahoz szoritottuk a nytzatokat, majd tovabbi
3,2 ml NP-t adtunk hozzajuk. Az epidermisznyuzatokat 3 oraig a névénynevelési koriilmények
kozott (30-60 umol rn-2 S-1 fényintenzitason) inkubaltuk. Az inkubacio utdn az NP-t leszivtuk
pipetta és szlir6papir segitségével, majd hozzaadtuk a 107-102 M SA-at tartalmazo

kezeldoldatot, amit tovabbi 3 6ras inkubacio kovetett.
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4.2.2. A zaroésejtek életképességének meghatarozasa

A zarosejtek életképességének meghatdrozdsa a kezeléseket kovetéen FDA fluoreszcens
festékkel tortént, a 4.1.6. fejezetben leirtak szerint 35 mm-es {ivegalju Petri-csészékben
(MatTek Co., Ashland MA, USA), a nyazatokat 1 cm?® nagysagh fémraccsal az edény aljahoz

szoritva. A felvételek elkészitésénél negyvenszeres objektivet alkalmaztunk.

4.2.3. A sztomanyitottsag meghatarozasa

A sztomamiikdodés tanulmanyozasara a legalkalmasabb modszer, az apertira nagysaganak
lemérése, mivel az a kiilonféle kezelések és kornyezeti viszonyok kozott valtozik. A mérések
lehetnek kozvetlenek, azaz mikroszkop alatti megfigyelések, valamint kdzvetettek, parologtatas
kezel6oldatokban térténd inkubaciok utan az epidermisznyuzatokat negyvenszeres nagyitason
Zeiss Axiovert 200M tipusu fluoreszcens mikroszkop (Carl Zeiss Inc., Jena, Németorszag)
segitségével vizsgaltuk a lathatd fény tartomanyaban. A mintdkrol nagy felbontast digitalis
kamera segitségével fotokat készitettiink (Axicam HR), majd a két zarosejt kozotti rés méretét
az Axiovision 4.8 szoftver (Carl Zeiss Inc., Miinchen, Németorszag) segitségével hataroztuk

meg.

4.2.4. A zarosejtek ROS produkciojanak meghatarozasa festéssel

A zéarosejtek ROS produkcidjanak a meghatarozasa a kezeléseket kovetéen H,DCFDA
fluoreszcens festékkel tortént, a 4.1.7. fejezetben leirtak szerint, 35 mm-es tivegalju Petri-
csészékbe (MatTek Co., Ashland MA, USA), a nyizatokat 1 cm? nagysagn fémraccsal az

edény aljahoz szoritva. A felvételek elkészitésénél negyvenszeres objektivet alkalmaztunk.

4.2.5. A zarésejtek NO produkcidjanak meghatarozasa festéssel

A zarosejtek NO produkcigjanak a meghatdrozdsa a kezeléseket kovetden DAF-2DA

fluoreszcens festékkel tortént, a 4.1.8. fejezetben leirtak szerint, 35 mme-es iivegaljii Petri-
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csészékben (MatTek Co., Ashland MA, USA), a nyazatokat 1 cm? nagysag fémraccsal az

edény aljahoz szoritva. A felvételek elkészitésénél negyvenszeres objektivet alkalmaztunk.

4.2.6. A zarodsejtek Kklorofill a fluoreszcencia indukciés paramétereinek

meghatarozasa

A Microscopy-PAM  mérdrendszer alkalmas egyetlen sejt indukalt fluoreszcenciajanak
rogzitésére (Goh és mtsai. 1999). Az elrendezésben a Microscopy-PAM rendszer egy inverz
fluoreszcens mikroszkophoz csatlakozik (Axiovert 40 CFL, Zeiss GmbH, Németorszag).
Esszencidlis elemei a kékfényt emittaldo didda (LED, NSBG 500, Nichia, Japan), mint az
impulzus-modulalt mér6fény forrasa, a miniatiir fotoelektron-sokszoroz6é (PC/PM-MC, Walz
GmbH, Németorszag), ¢és az adatfeldolgoz6 PAM-Control egység (Heinz Walz GmbH,
Effeltrich, Németorszag).

A Microscopy-PAM mérések alkalmaval az epidermisznytzatokon egy életképes
zéarosejtparra fokuszaltunk, majd 10 percig sotétadaptaltuk 25°C-on. Ezutan a bedllitott
paraméterekkel elinditottuk a méréseket (Goh és mtsai 2002). A kapott eredményekbdl a

4.1.4.4. fejezetben leirt paramétereket szamoltuk.

4.2.7. A sztomazarodas jelatviteli komponenseinek vizsgalata

A jelatvitel vizsgalatdhoz a nyuzatokat az elsé harom oras inkubéciot kovetden gatloszereket
tartalmazé NP-ben inkubaltuk a kezelések mellett harom 6rdig, majd megmértiik a sztomak
nyitottsagat. Az alkalmazott gatloszerek a kovetkezdk voltak: 1 mM kalciumkelator etilén-
glikol-tetraecetsav (EGTA), 300 U szuperoxid-dizmutaz (SOD), ami a szuperoxid
gyokanionokat dizmutalja, 1 mM H,0, kiolté aszkorbat (ASA), 100 U H,0, lebonto katalaz
(KAT), 0,2 mM NO kiolto 2-(4-karboxifenil)-4,4,5,5-tetrametilimidazolin-1-oxil-3-oxid cPTIO
¢és 10 uM difenilén-jodoénium klorid (DPI), ami a NADPH-oxidaz miikodését gatolja. Minden
vegyszert a Sigma-Aldrich cég (St. Louis MO, USA) forgalmaz.
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4.3. Sejtszuszpenzioval, mint modellrendszerrel végzett kisérletek

4.3.1. Kalluszinditas paradicsom novénybol

A kalluszinditashoz 4 hetes paradicsomndvények (ndduszt tartalmazo) szarat hasznaltuk fel. A
0,5-1 cm-es explantatumokat csapvizzel lemostuk, majd a 70%-os etanolban 1 percig raztuk.
Ezt kdvetden hypos desztillalt vizben 20 percig razattuk. A hypods oldatbol steril koriilmények
kozott athelyeztik az explantaitumokat 50 ml steril desztillalt vizbe, amiben 5 percig razva
mostuk. Ezt négyszer ismételtiilk, majd a mintdkrol a vizet steril szlirOpapiron leitattuk. Ezt
kovetden helyeztiik ki 6ket Petri-csészébe taptalajra.

A paradicsom szdvettenyészet taptalajanak Osszetétele a kovetkezd volt: Murashige és
Skoog féle alap s6 keverék (MS) (Murashige és Skoog 1962) (4,3 g/l); 3 % szachar6z (30 g/l);
Gamborg BS5 vitaminok (GB5) (Gamborg és mtsai. 1968): 29,65 uM Bj-vitamin (tiamin) (10
mg/1), 8,12 uM Bs-vitamin (nikotinsav) (1 mg/l), 4,86 uM Bg-vitamin (piridoxin) (1 mg/l), 0,56
mM Bg-vitamin (myo-inozit) (100 mg/l); 5 puM l-naftilecetsav (NAA); 8,82 uM N°-
benziladenin (BA) (Nagendra-Prasad és mtsai. 2008); 8 g/l agar; pH 5,8-ra allitva KOH-val. A
taptalaj oldatat 119°C-on, 20 percig autoklavoztuk, majd steril koriilmények kozott 10 cm
atmérdjii Petri-csészébe Ontottiik, amelyben hagytuk a felhasznélds el6tt megdermedni. A

kalluszokat steril koriilmények kozott, haromhetenként iiltettiik at 0 taptalajra.

4.3.2. Sejtszuszpenzio készitése kalluszbdl és a Kkisérletek beallitasa

A megfelelé mindségii és mennyiségii kalluszt steril koriilmények kozott 100 ml-es Erlenmeyer
lombikba tettiik és kis mennyiségli tdpoldatban egy steril kandl segitségével szétnyomtuk.
Ezutan 50 ml tapoldatot dntottiink a lombikba, melyet steril vattadugoval zartunk le.

A paradicsomos sejtszuszpenzid tapoldatanak az Osszetétele a kovetkezd: 4,3 g/l MS,
GBS, 30 g/l szacharoz, 5 uM NAA, 1 uM BA (Yakimova és mtsai. 2006); pH 5,8-ra allitva
KOH-val. A tipoldatot 119°C-on, 20 percig autoklavoztuk, majd steril kdriilmények kodzott
lombikban taroltuk a felhasznalasig.

A sejtszuszpenzidt hetente frissitettiik 1:4 aranyban 0j tdpoldattal. A sejtszuszpenzidval
teli lombikokat sotétben (Knight és mtsai. 2001), 25°C-on, razatogép segitségével razattuk
folyamatosan 100 rpm-en (Gallenkamp ORBI-SAFE, UK).
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A sejtszuszpenziok a 100-250 mM NaCl és a 107-102 M SA kezelést steril
koriilmények kozott, steril sziron (Millipore, 0,22 um porusméret) atsziirve a tapoldatban

kaptak.

4.3.3. A sejtszuszpenzio frisstomeg gyarapodasanak mérése

A sejtszuszpenzio é€letciklusa sordn a sejtek igen nagy szazaléka aggregélodik, ezért a
sejtszamlalds nehézkes ¢és pontatlan. A nagymértékli aggregaciét a rdzatas erdsségének
novelésével nem lehet megsziintetni, mivel olyan nyirderd 1ép fel a lombikban, amely a sejtek
halalat okozza. Eppen ezért a szaporodas vizsgalatara a legidealisabbnak a sejtszuszpenzio
frisstomeg valtozasanak mérése kinalkozik (Hayashi és Yoshida 1988). A hetenkénti
atpasszalds napjan a lombikokban 1évd sejtszuszpenziot megfeleld méretli €s mindségi
sztir6papirral (FT55, Munktell & Filtrak GmbH, Bérenstein, Németorszag) eldre sterilizalt
iivegtolcséren atszurtiik. Steril fiilkében mérlegre helyeztiink lombikot, amibe pontosan 2 g
atszlirt sejtet mértiink be steril kanallal, majd steril mér6henger segitségével 40 ml friss
szuszpenziods tapoldatot Ontdttiink hozza, lezartuk, becsomagoltuk, majd visszatettiik a razatd
gépbe. A mérés alkalmaval minden nap, ugyanabban az idépontban, amikor elinditottuk a
tenyészetet, Uj szuszpenzids lombikokat nyitottunk fel, és ugyanolyan méretli és mindségi
szlirOpapiron (igy a sziir6papir egyforma nedvességet sziv magdba) atsziirtiik, ezutdn mérleggel
lemértiik az atsziirt sejtek friss tomegét. A kapott eredményeket id6fiiggvényben g™ FT
vonatkoztatva adtuk meg.

4.3.4. Sejtszuszpenzio pH-janak és elemtartalmanak meghatarozasa

A sejtszuszpenzid oldatanak pH-jat pH mérével hataroztuk meg (OP-211/2 Radelkis, Budapest,
Magyarorszag).

A sejtszuszpenzi6 elemtartalmanak meghatarozéasa soran steril kanallal mintéat vettiink a
kiilonbozd kezelést kapott sejtszuszpenziokbol és sziirdpapirral sterilizalt tivegtdlcséren
atszirtiik, majd haromszor 50 ml ioncserélt desztillalt vizzel atmostuk. Az atsziirt sejtekbodl 2 g

mintat a 4.1.11. fejezetben leirt modon dolgoztunk fel.
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4.3.5. Sejtszuszpenzio életképességének meghatarozasa festéssel

A sejtszuszpenzio életképességének vizsgalatakor 600 ul mintat tettiink a kiilonb6z6 kezelést
kapott sejtszuszpenziokbol 35 mm-es iivegalju Petri-csészékbe (MatTek Co., Ashland MA,
USA), melyeket ezutan FDA fluoreszcens festék segitségével a 4.1.6. fejezetben leirtak szerint
festettink meg. A felvételek elkészitésénél tizszeres objektivet alkalmaztunk. A sejtek
¢letképességét a halott (zold fluoreszenciat nem mutatd) €s az €16 sejtek (z6ld fluoreszenciat
mutatd) szdzalékos ardnyanak meghatarozasaval, az id6 fiiggvényében adtuk meg. A random
moddon kivélasztott mikroszkopos mezdben legaldbb 100 sejtet mértiink le, hat fliggetlen

1smétlés soran.

4.3.6. Sejtszuszpenzio életképességének meghatarozasa ionkieresztés alapjan

A sejtszuszpenziot megfeleld méretli €s mindségli szlirOpapirral sterilizalt {ivegtdlcséren
atszlrtiik, és kétszer 50 ml ioncserélt desztillalt vizzel atmostuk. 0,5 g mintat tettiink 10 ml
ioncserélt desztillalt vizbe 2 orara 25°C-on. A tovéabbi lépéseket a 4.1.14. fejezetben leirtak

szerint végeztik el.

4.3.7. Nuklearis valtozasok detektalasa TUNEL modszerrel

A DNS fragmentécio detektdlasahoz a TUNEL (Rosche, Germany) modszert alkalmaztuk,
mely sordn enzimatikus reakciokon keresztiil jelolhetok az endonukledzok hasitasi folyamatai
soran keletkez6 szabad 3’-OH csoportok. 96%-o0s etanollal tisztitott, 35 mm-es livegalju Petri-
csészékbe (MatTek Co., Ashland MA, USA) 600 ul sejtszuszpenzidt mértiink ki. A sejteket 30
percig fixaltuk 4% paraformaldehid tartalmt hideg foszfat pufferben (PBS, pH 7,4). A sejteket
ezutan mostuk PBS pufferrel (pH 7,4), majd permeabilizaltuk 0,1%-0s TritonX-100 és 0,1%-0s
Na-citrat elegyével két percig. PBS pufferrel (pH 7,4) kétszer mostuk a mintakat, majd a gyarto
utasitdsainak megfelelden Osszeallitott TUNEL reakcideleggyel (50 pl), a jelolofestekkel egy
oran keresztiil, 37°C-on sotétben kezeltiik a sejteket. Az inkubaciot kovetéen PBS pufferrel (pH
7,4) haromszor mostuk a mintakat (Bi és mtsai. 2009). A PCD-t kisér6 DNS fragmentaciot a
festék zold fluoreszcencija jelzi a sejtekben, melyet Zeiss Axiovert 200M tipust fluoreszcens

mikroszkop segitségével vizsgaltunk tizszeres objektivet hasznalva. A sejtmagokat 10 mM-o0s
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Hoechst 33258 festékkel festettiik. A mintakrdl nagy felbontasu digitalis kamera segitségével
(Axicam HR) fotot készitettiink. Az expozicios id6 2,61 ms volt. Az értékelés az Axiovision
4.8 program segitségével tortént. A festés probajaként a negativ kontrollhoz nem adtunk hozza
enzimet. A pozitiv kontrollhoz DNaz I enzimet (Fermentas UAB, Vilnius, Litvania)

hasznaltunk.

4.3.8. Sejtszuszpenzio DNS fragmentalodasanak vizsgalata gélelektroforézissel

A sejtszuszpenzid DNS tartalmanak kivonasa soran steril kanallal mintat vettiink a kiilonb6zo
kezelést kapott sejtszuszpenziot tartalmazéd lombikokbdl, és a megfeleld méreti és mindségl
szlir6papirral sterilizalt tivegtolcséren atszirtilk. 2X50 ml desztillalt vizzel torténd mosast
kovetéen 200 mg atszirt sejtet Eppendorf-csébe mértiink ¢és folyékony Ny-ben

lefagyasztottunk, majd a 4.1.15. fejezetben leirtak szerint végeztiik el a tovabbi 1épéseket.

4.3.9. Sejtszuszpenzio etilénprodukciojanak meghatarozasa

A sejtszuszpenzid etilén produkcidjanak mérése sordn steril kandllal mintat vettink a
lombikokbol és a megfeleld méretli és mindségli sziirdpapirral sterilizalt {ivegtolcséren
atszlrtiik. 1 g atsziirt sejtet gazgyljtd livegesdbe tettiink, és hozzaadtunk 0,5 ml szuszpenziods
oldatot, mely tartalmazta a megfelelé mennyiségli NaCl vagy SA kezeldoldatot. A lezart
iivegcsoveket 24 6ran keresztiil sotétben razattuk (100 rpm, 25°C), majd a 4.1.5. fejezetben

leirtak alapjan végeztiik el a tovabbi 1épéseket.

4.3.10. Sejtszuszpenzio ROS produkcidjanak meghatarozasa festéssel

A sejtszuszpenzid ROS festésekor 600 pl mintat tettiink a kiilonboz6 kezelést kapott
sejtszuszpenziokbdl 35 mme-es iivegalju Petri-csészékbe (MatTek Co., Ashland MA, USA),
melyeket ezutan H,DCFDA fluoreszcens festék segitségével a 4.1.7. fejezetben leirtak szerint

festettiink meg és értékeltiink. A felvételek elkészitésénél tizszeres objektivet alkalmaztunk.
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4.3.11. Sejtszuszpenzié NO produkcidojanak meghatirozasa festéssel

A sejtszuszpenzid NO festése soran 600 ul mintat tettiink a kiillonboz6 kezelést kapott
sejtszuszpenziokbol 35 mme-es iivegalju Petri-csészékbe (MatTek Co., Ashland MA, USA),
melyeket ezutan DAF-2DA fluoreszcens festék segitségével a 4.1.8. fejezetben leirtak szerint

festettiink meg és értékeltiink. A felvételek elkészitésénél tizszeres objektivet alkalmaztunk.

4.3.12. A sejthalal indukcié jelatviteli komponenseinek vizsgalata

A PCD szignalizacios komponenseinek vizsgalatahoz az alkalmazott NaCl- és SA kezelések
mellett specifikus gatloszereket hasznaltunk fel és néztiik azok egyiittes hatasat az életképesség
valtozéasara a 4.3.5. fejezetben leirtak szerint. A géatldszerek és azok koncentracioi a kovetkezdk
voltak: 100 uM LaClz, 10 uM EGTA, 10 uM N-(6-aminohexil)-5-klor-1-naftilszulfonamid
hidroklorid (W-7), 200 U SOD, 100 U KAT, 1 mM ASA, 10 mM DPI, 200 uM cPTIO, 10 uM
aminoetoxivinilglicin  (AVG), 20 pyM STS, 0,1 uM 2-(2-amino-3-metoxifenil)-4H-1-
benzopiran-4-one (PD98059), 1 uM transz-epoxiszukcinil-L-leucilamido(4-guanidino)butan
(E-64). A gatloszereket, enzimeket és szabadgyok kioltokat minden esetben a kezeletlen
kontroll szuszpenzidhoz is hozziadtuk, ahol nem voltak hatassal a sejtek életképességére. A
kisérletek soran felhasznalt LaCls-t, EGTA-t, SOD-ot, ASA-t, KAT-ot, AVG-t, E-64-et vizben
oldottuk fel, a W-7, cPTIO, PD98059 oldas dimetil-szulfoxidban (DMSO) tortént. Az STS 1:4
arany( 0,1 M eziistnitrat és 0,1 M natriumtioszulfat oldat felhasznalasaval késziilt. Minden

vegyszert a Sigma-Aldrich cég (St. Louis MO, USA) forgalmaz.

4.4. Az adatok feldolgozadsa és értékelése

A mikroszkopos felvételek értékelése minden esetben az Axiovision 4.8 program segitségével
tortént. A mért adatokat Microsoft Office Excel 2007 program és SigmaPlot 11.0 (Systat
Software Inc., Erkrath, Németorszag) programok segitségével dolgoztuk fel és értékeltiik ki. A
kontrolltol vald szignifikans kiillonbségeket a varianciaanalizist kovetéen Duncan-féle teszttel
allapitottuk meg, ahol a kiillonb6z6 betiivel jeldlt atlagok P<0,05 valdszintiségi szinten kiillonboznek
egymastol szignifikdnsan. Mas esetben Student-féle t-tesztet hasznaltunk fel, ahol a kapott
eredmények P< 0,05 (*), 0,01 (**), vagy 0,001 (***) valosziniiségi szinteken kiilonboznek

egymastol szignifikdnsan.
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5. Eredmények

5.1. A reaktiv oxigénformdak indukcioja és a fotoszintetikus hatékonysdg

megvaltozdsa 6 oras kezeléseket kovetoen paradicsom novényekben

Korabbi munkainkbol ismert, hogy a 10* M alatti SA, valamint a 100 mM alatti NaCl
koncentraciok az altalunk hasznalt paradicsom ndovények szaméra még toleralhatd, az ennél
magasabb koncentraci6 értékek azonban rovidebb (102 M SA, 250 mM NaCl) vagy hosszabb
1d6 utan ( 10°M SA) a novények pusztulasat idézik eld (Szepesi 2011; Gémes 2009). El6szor
azt vizsgaltuk meg, hogy milyen kiilonbség van az emlitett koncentraciok hasznalata esetén a
PCD indukcidjat el6idézdé ROS és az ezt generalo fotoszintetikus aktivitds vonatkozasaban.

A reaktiv oxigénformak koziil a H,O, szignifikdnsan megemelkedik a letalis 10°-
102 M SA és a 250 mM NaCl-dal kezelt névények levelében a kontrollhoz képest hat draval a
kezelés utan (1. dbra). A 10°-102 M SA és a 250 mM NaCl-kezelt novények azonban, ahol a
mintak sotétben kaptak a kezelést, szignifikansan kisebb H,O, produkcidt mutatnak a fényben

kezelt novények leveleihez képest, ugyanezen kezelések hatasara (1. abra).
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1.abra: H,0, tartalom valtozasa paradicsom novények levelében 6 oras, fény vagy sotétben torténé 107-10% M
szalicilsav (SA) vagy 100 mM ill. 250 mM NacCl kezelést kdvetden (Atlag+SE, n=6). A kiilonbozé betiivel jelzett
oszlopok P<0,05 valodsziniiségi szinteken szignifikansan kiilonboznek egymastol a Duncan teszt alapjan.

A H,0, termelédést a DAB festék barnas szine is jelzi az SA- és NaCl-kezelt levelekben,

crcr

novekedésével (6. melléklet, A).
A szuperoxid gyokanion termelédését az NBT kékes elszinezddése jelzi az SA- és
NaCl-kezelt levelekben (6. melléklet, B). A hat orat fényen, 10° M SA-val kezelt novények
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levéllemezén, az érkdzokben, kék festddési gocok figyelheték meg, miga 102 M SA-val kezelt
novények levelén, az erek kdrnyéke mutat erdteljes festddést az NBT-vel (6. melléklet, B).

Mig a 102 M SA- és a 250 mM NaCl-kezelt névények turgorvesztett allapotba keriilnek
a hatodik oréra, a fényben tartott, 10 M SA-kezelt novények levelén az érkdzokben ,.attetszd
foltok” jelennek meg (2. abra, A). Az NBT festést kovetden megéllapithatd, hogy a megjelend
érkozi foltok sz€lén, a mezofill sejtekben erdteljes szuperoxid gydkanion termelddés torténik
(2. abra, B), mig a foltok helyén DAB festéssel nagymértékit H,O, akkumuléacié mutathato ki
(2. abra, C).

2.4bra: 6 6ras 10° M szalicilsav (SA) hatasira bekdvetkezd véltozasok a megvilagitott paradicsom névények
levelében (A: festetlen; B: NBT festett (a kékes szin a szuperoxid gyokanion jelenlétét jelzi); C: DAB festett (a
barnas szin a H,0, jelenlétét jelzi)).

Mivel a megvilagitott névényekben nagyobb H,0, és szuperoxid gydkanion tartalmakat
detektaltunk, feltételezhetd, hogy ezek keletkezése kapcsolodik a fotoszintetikus
folyamatokhoz, ugyanakkor vissza is hathatnak arra. Emellett a levelekben az alkalmazott SA-
¢s NaCl kezelések hatasara keletkez6 H,0; szerepet jatszhat a sztomazarasban. Az alkalmazott
SA- és NaCl koncentracibk mar 6 oOra alatt is szignifikdnsan csokkentették a
sztodmakonduktanciat a levelek abaxialis oldalan (3. abra). Ez kiilonosen jelent6s volt a letalis
107 és 102 M SA valamint a 250 mM NaCl-kezelt névények esetén (3. abra), amely kezelések

kés6bb a ndvények pusztulasat is eldidézték.
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3.abra: A sztémakonduktancia (gs) valtozasa megvilagitott paradicspm névények levelében 6 oras 107-102 M
szalicilsav (SA) vagy 100 mM ill. 250 mM NaCl kezelést kovetden (Atlag+SE, n=6). A kiilonb6z6 betiivel jelzett
oszlopok P<0,05 valosziniiségi szinteken szignifikansan kiilonb6znek egymastol a Duncan teszt alapjan.

A 1023102 M SA és 250 mM NaCl kezelések erc’iteljesen hatnak a nt')vények vizhaztartasara,
hatékonysagat is csokkenthetik. A mért sztdbmakonduktancia csdkkenésének megfelelden alakul
a hatodik orara a CO, asszimilacio (A) a kiilsé CO, koncentracio6 (C,) fliggvényében, azaz a 10°
%102 M SA és 250 mM NaCl koncentracioknal dramaian csokken (4. abra). A kapott
eredmények kapcsan meg kell jegyezni, hogy a két legmagasabb SA koncentracioval és a 250
mM NaCl-dal kezelt névények késébb elpusztulnak.

25
Kontroll

107 M SA
10*M SA
10°M SA
107 M SA
100 mM NaCl
250 mM Nad]

20 4

L 2sh N=E NeX J

A (umol m?s™)

=

T T T T ; T
0 200 400 600 800 1000 1200 1400

C, (umél mol™)

4.4bra: A CO, asszimilacios gorbék (A/C,) valtozasa megvilagitott paradicsom névények levelében 6 6ras 107'-
10 M szalicilsav (SA) vagy 100 mM ill. 250 mM NaCl kezelést kovetéen (Atlag+SE, n=3).

A CO, asszimilacids gorbék paramétereinek valtozasa alapjan a hat 6ras 10°3-10% M SA- és 250
mM NaCl-kezelt novények gorbéinek telitési értékei (Amax) alacsonyabbak a kontrollénal (1.
tablazat). A karboxilacios hatékonysag (CE) szintén csokkent értéket mutat a 103-102 M SA és
250 mM NaCl kezelést kovetden a kontrollhoz képest, és ezeknél a kezelt névényeknél a CO,

kompenzacios pont (Ccp) értékei is magasabb értékek felé¢ tolodnak a kontrollhoz képest (1.
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tablazat). Bar a 100 mM NaCl kezelés hatasara az Amax nem csokken szignifikdnsan, a CE

értéke igen és a Ccp is magasabb értéket mutat a kontrollhoz képest a 10°-10% M SA

kezelésekhez hasonloan (1. tablazat).

1.tablazat
A CO; asszimilécios gorbék (A/C,) valtozasa
Kezelések Amax CE Ccp
(umél CO, m?s™) (umél m™? s (pmél mol)™ (pmél CO, mél™)
Kontroll 20,99 + 2,15 0,12 + 0,01° 53,09 + 1,39
107 M SA 22,06 + 2,86° 0,12 + 0,01 55,90 + 0,94*
10" M SA 19,13 + 2,32° 0,08 + 0,00° 57,34 + 5,85%
10° M SA 10,85 + 3,54° 0,02 + 0,00° 65,50 + 0,90™
10”7 M SA 7,99 + 1,10° 0,02 + 0,00° 94,46 + 6,18°
100 mM NaCl 19,76 + 0,91° 0,05 + 0,00° 73,32 +1,84°
250 mM NaCl 2,79 + 0,19° 0,06 + 0,00° 73,89 + 1,89°

A CO, asszimilacios gorbék (A/C,) paramétereinek valtozasa megvilagitott paradicsom névények levelében 6 oras
107-10 M szalicilsav (SA) vagy 100 mM ill. 250 mM NaCl kezelést kovetden. Apa: a telitési gérbe maximuma
(umol CO, m™? s™); CE: a karboxilacids hatékonysag (umol m 2 s 1)(umél mol™)™; Cep: a CO, kompenzacios pont
(umél CO, mol™). Atlag+SE, n=3. A kiilonboz6 betiivel jelzett oszlopok P<0,05 valdsziniiségi szinteken
szignifikansan kiilonboznek egymastol a Duncan teszt alapjan.

A CO; koncentracié fiiggvényében mért CO, asszimildcidhoz hasonléan alakul a CO;
asszimilacid (A) a fényintenzitas fliggvényében (PPFD) is a hatérds SA- és NaCl kezelések
hataséra (5. 4bra). A 10°3-102 M SA koncentraciok és a 100-250 mM NaCl hatasara dramaian

csokken a CO; asszimilacido minden fényintenzitason a kontrollhoz képest (5. abra).
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5.4bra: A fénygorbék (A/PPFD) valtozdsa megvilagitott paradicsom novények levelében 6 oras 107-10% M
szalicilsav (SA) vagy 100 mM ill. 250 mM NaCl kezelést kovetéen (Atlag+SE, n=3).

A fénygorbék paramétereinek valtozasa alapjan megallapithato, hogy a 103-10% M SA- és a
100-250 mM NaCl-kezelt novények gorbéinek telitési pontjai (Amax) szignifikansan
alacsonyabbak a kontrolléhoz képest (2. tablazat). A 10 M SA kezelés hatasara csokken

leginkdbb az Anax €rtéke (2. tablazat). A kvantumhasznositds (Q) szintén csokkent értékeket
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mutat a 10 M SA és a 100-250 mM NaCl kezeléseket kovetden a kontrollhoz képest (2.
tablazat). Mig a sotétlégzés (Rd) a 10° M SA és a 100-250 mM NaCl kezelések hatasara
szignifikansan csokken, a 10° M SA hatdsara megné (2. tiblazat). A fény kompenzécios pont

(Lcp) értéke az Rd értékeihez hasonloan valtozik (2. tablazat).

2.tablazat
Fénygorbék paramétereinek valtozasa
Kezelések Amax Q Rd Lcp

(umél CO, m?s™)  (mél CO, mél foton)  (umél m2s™Y) (umél m~?s7?)
Kontroll 12,54 + 0,89 0,041 + 0,001% 0,67 +0,08° 16,22 +1,7°
10" M SA 12,18 + 0,52° 0,045 + 0,002° 0,66 +0,12° 13,54 +3,8°
10* M SA 11,88 + 0,56 0,040 + 0,002% 0,59 +0,07° 13,93+1,3"
10° M SA 4,95 + 0,30° 0,037 + 0,000% 0,33+0,01° 8,75+1,2"
10° M SA 2,22 +0,53¢ 0,012 + 0,000° 0,90 +0,01* 75,34 + 3,6°
100 mM NaCl 9,68 +0,13" 0,035 + 0,001° 0,15+ 0,01° 4,16 + 1,5°
250 mM NaCl 5,72 +0,77° 0,026 + 0,005° 0,28 +0,12° 9,92 + 4,2

A fénygorbék (A/PPFD) paramétereinek valtozasa megvilagitott paradicsom novények levelében 6 6ras 107-107
M szalicilsav (SA) vagy 100 mM ill. 250 mM NaCl kezelést kovetéen. Ana: a telitési gérbe maximuma (umol
CO, m%5%); Q: a kvantumhasznositas (mél CO, mél™* foton); Rd: a sététlégzés (umol CO, m 2 s 3); Lep: a fény
kompenzaciés pont (umél m 2 s1). Atlag+SE, n=3. A kiilonb6zé betiivel jelzett oszlopok P<0,05 valosziniiségi
szinteken szignifikansan kiillonboznek egymastol a Duncan teszt alapjan.

A Klorofill a fluoreszcencia indukciés paraméterek megvaltozasa a fotoszintetikus

(PSII)

reakciocentrumok maximalis kvantumhasznositdsa (Fv/Fm) egyediil a 102 M SA kezelés

apparatusban torténd valtozasokra utalnak. A madasodik fotokémiai rendszer
hatasara csokken szignifikdnsan a kontrollhoz képest a levelekben (6. &bra). Az effektiv
kvantumhasznositas (Yield) és a fotokémiai kioltds (qP) azonban mar a 10*-10% M SA- és a
100-250 mM NaCl-kezelteknél is szignifikansan csokken a kontrollhoz képest (6. abra). A
hddisszipacid mértéke (NPQ) ugyanezen kezelések hatdsara szignifikdnsan megemelkedik a
kontrollhoz viszonyitva (6. 4bra). A 102 M SA-kezelt névények alacsony klorofill a

fluoreszcencia indukcios paraméter értékei a kezelt ndvény ordkon beliil bekdvetkezd

pusztulésara is utalhat.
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6.abra: A klorofill a fluoreszcencia indukcios paraméterek valtozasa (A: Fv/Fm; B: Yield; C: qP; D: NPQ)
megvilagitott paradicsom novények levelében 6 oras 107-10% M szalicilsav (SA) vagy 100 mM ill. 250 mM NaCl
kezelést kovetden (Atlag+SE, n=3). (Fv/Fm: maximalis kvantumhasznositas; Yield: effektiv kvantumhasznositas;
qP: fotokémiai kioltas; NPQ: nem fotokémiai kioltas) A kiilonb6z6 betiivel jelzett oszlopok P<0,05 valdsziniiségi

szinteken szignifikansan kiilonb6éznek egymastol a Duncan teszt alapjan.

A relativ fotoszintetikus elektron transzport (Rel. ETR) a fényintenzitas figgvényében (PPFD)
felvett gorbéi a 103102 M SA ¢és a 100-250 mM NaCl kezelések hatésara jelentdsen

csokkennek a kontrollhoz képest (7. abra).
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7.4bra: A Rel. ETR gorbék (ETR/PPFD) valtozasa megvilagitott paradicsom novények levelében 6 6ras 107-107
M szalicilsav (SA) vagy 100 mM ill. 250 mM NaCl kezelést kovetden (Atlag+SE, n=3).
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A Rel. ETR gorbék paramétereinek valtozasa alapjan megallapithato, hogy a 103-10% M SA- és
a 250 mM NaCl-kezelt novények gorbéinek telitési pontjai (Rel. ETRmax) €s a gorbék kezdeti
linearis szakaszara illesztett egyenes meredeksége (o) szignifikdnsan alacsonyabbak a
kontrollénal (3. tablazat). 102 M SA kezelés hatdsara csokkennek leginkabb az emlitett
paraméterck (3. tablazat). A minimalis telité fényintenzitas (ly) értéke egyediil a 102 M SA

kezelés hatasara né meg a kontrollhoz képest (3. tablazat).

3.tablazat
Rel. ETR gorbe paramétereinek valtozasa
Kezelések Rel. ETRmax o Ik
(nmél m~?s7?)
Kontroll 74,99 + 3,55 0,28 + 0,005 267,79 + 11,69°
107 M SA 78,82 + 6,84 0,27 + 0,005 289,45 + 29,81°
10" M SA 82,25 + 9,18 0,27 + 0,005 294,14 + 28,61°
10° M SA 41,59 + 8,02° 0,19 + 0,044° 224,02 + 23,89°
102 M SA 15,93 + 4,52° 0,05 + 0,023° 357,49 + 33,26°
100 mM NaCl 61,55 + 4,29%° 0,24 + 0,006% 250,73 + 23,73°
250 mM NaCl 44,03 + 7,79 0,18 + 0,042° 250,95 + 23,29

A Rel. ETR gorbék paramétereinek véltozasa megvilagitott paradicsom novények levelében 6 6ras 107-1072 M
szalicilsav (SA) vagy 100 mM ill. 250 mM NaCl kezelést kovetGen. Rel. ETR: a relativ elektron transzport
maximuma; o: a gorbe kezdeti linearis szakaszanak a meredeksége; Iy: a minimalis telit6 fényintenzitas (I,=Rel.
ETRma/0). Atlag+SE, n=3. A kiilonbdzé betiivel jelzett oszlopok P<0,05 valdsziniiségi szinteken szignifikdnsan
kiilonboznek egymastol a Duncan teszt alapjan.

Az SA ¢és NaCl kezelések az elsé hat ora alatt nem valtoztatjdk meg szignifikdnsan a
fotoszintézisben résztvevé klorofill a+b (10. abra, A) és a karotinoidok mennyiségét a

kontrollhoz képest (8. abra, B).
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8.4abra: A pigmenttartalmak valtozasa (A: klorofill a+b; B: karotinoidok) megvilagitott paradicsom novények
levelében 6 6ras 107-10 M szalicilsav (SA) vagy 100 mM ill. 250 mM NaCl kezelést kovetden (Atlag+SE, n=6).
A kiilonbozd bettivel jelzett oszlopok P<0,05 valdsziniliségi szinteken szignifikdnsan kiilonbdznek egymastol a
Duncan teszt alapjan.
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A cukrok a fotoszintézis termékei, amelyek szintje egyediill a 100-250 mM NaCl kezelés
hatasara n6é meg szignifikansan a kontrollhoz képest a levelekben és a gyokerekben (9. dbra),

amihez a 1égzés csokkenése (Rq) is hozzajarulhat (2. tdblazat).
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9.4bra: Az Osszcukortartalom valtozasa megvilagitott paradicsom novények levelében és gyokerében 6 oOras
107-10?% M szalicilsav (SA) vagy 100 mM ill. 250 mM NaCl kezelést kovetéen (Atlag+SE, n=6). A kiilonboz
betiivel jelzett oszlopok P<0,05 valosziniiségi szinteken szignifikansan kiilonboznek egymastdl a Duncan teszt
alapjan, mely kiilon jelzi a kiilonbségeket az eltérd szervekben (délt betdvel jeldlve a gyokérben mért adatok).

A paradicsomndvények pusztulasat eldidézé SA és NaCl koncentraciok jelentdsen gatoljak a
sztomakonduktanciat, a CO; fixaciot, a fotoszintetikus elektrontranszportot, és novelik a ROS

produkcidt a ndvényekben.

5.2. A szalicilsav kézvetlen hatisa a sztomamiikodésre paradicsomlevél

epidermisznyuzaton

A kiilonb6z6 koncentracidju SA kezelések az intakt levelekhez képest eltérd modon hatnak a
paradicsomlevél als6 epidermisznyuzat sztoma légréseinek nyitottsagara (10. dbra). A harom
oras szubletalis 107-10° M SA és a letalis 10°-10% M SA kezelés hatiséara a sztomak eltéré
mértéki, de szignifikans zarodasa figyelheté meg, mig 10 M SA hatésara a sztomak nyitodasa

kovetkezik be a kontrollhoz képest (10. dbra).
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10.4bra: A légrés méretének valtozasa paradicsom levél also epidermisznytzaton 3 6ras 107-102 M szalicilsav
(SA) kezelést kovetden, nyitod pufferben (10 mM MES/TRIS, 10 mM KCI, 0,1 mM CaCl,, pH 6,15) (Atlag+SE,
n=90). A kiilonb6z6 betlivel jelzett oszlopok P<0,05 valosziniiségi szinteken szignifikdnsan kiilonboznek
egymastol a Duncan teszt alapjan.

PCD-t kivalté magas koncentracioju (10° M) SA hatasara a szomak zarodasa mar a kezelést
kovetd 15. percre megfigyelheté a kontrollhoz képest (11. abra). Ezzel szemben a sztomak
nyitddnak a 10" M SA kezelés hatasara a 60. perctél (11. abra). A harom o6ras kezelés soran a
sztomak végig megorizték az életképességiiket (FDA festéssel ellendrizve), a PCD csak késobb

kovetkezik be a magas koncentracidju SA kezelés hatdsara.
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11.abra: A sztoma apertira méretének valtozasa az id6 fiiggvényében paradicsom levél als6 epidermisznyuzaton
3 6ras 107-10° M szalicilsav (SA) kezelést kdvetben, nyitd pufferben (10 mM MES/TRIS, 10 mM KCI, 0,1 mM
CaCl,, pH 6,15) (Atlag+SE, n=90). A *-gal jelolt kezelt mintik az SA mentes kontrolltél P<0,05 (*), 0,01 (**)
vagy 0,001 (¥**) valosziniségi szinteken szignifikansan kiilonboznek.

A zardsejtek ROS (H,0,) és NO produkcidjat az id6 fliggvényében hataroztuk meg, hogy
megvizsgaljuk szerepiiket az SA-indukalta sztomazarasban. A sztdmazarddassal parhuzamosan
novekszik a zardsejtek ROS és NO produkcidja a kontrollhoz képest. A ROS produkcié mar 5
percen beliil szignifikansan megné mindkét SA kezelés hatasara (12.4bra, A). A 107" M ésa 10° M
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kezelés hatasara 30 perc utan figyelhetd meg a ROS produkcié maximuma (12. abra, A). A 10* M
SA kezelés hatasara egy atmeneti ROS fokozodast kovetden csokkenés tapasztalhatod (12. abra, A).
A 107 M és a 10 M kezelést kovetéen 30 perc utan szignifikinsan megné az NO produkci6, mig a

10" M SA hataséra lecsokken a kontrollhoz képest (12. &bra, B).
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12.abra: A zardsejtek ROS- (A) és NO- (B) produkciojanak valtozasa a kontrollhoz képest az id6 fiiggvényében
paradicsom levél alsé epidermisznyuzaton 3 6ras 107-10 M szalicilsav (SA) kezelést kovetSen, nyitd pufferben
(10 mM MES/TRIS, 10 mM KCI, 0,1 mM CaCl,, pH 6,15) (AtlagiSE). A *-gal jelolt kezelt mintak az SA mentes
kontrolltol P<0,05 (*), 0,01 (**) vagy 0,001 (***) valosziniiségi szinteken szignifikinsan kiilonboznek.

A ROS és NO modulatorok szignifikansan hatnak az SA-indukalta sztdomamozgasra (4.tablazat). A
ROS kiolto 300 U SOD, 1 mM ASA, 100 U KAT ¢és a 0,01 mM DPI a NADPH-oxidaz
gatloszere, valamint a 0,2 mM cPTIO, az NO kioltoja szignifikansan csokkenti a 107 és 103 M
SA-indukalta sztomazarast (4. tablazat). Az 1 mM ASA és az 1 mM EGTA kivételével egyik
blokkol6 sem hat a kontrollra. Hasonloképpen, a 10* M SA kivételével az EGTA Ca?*-kelator
gitolja a 107 és 10° M SA-indukélta sztomazarast (4. tablazat), ami megerdsiti a

sztdmazarasban a citoplazmatikus [Ca?'] megemelkedésének szerepét.
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4.tablazat

ROS és NO modulatorok hatasa az SA-indukalta sztobmamozgasra

A légrés mérete (um)

Modulatorok SA kezelések (M)
Kontroll 107 10 10°

- 6,27 +0,17¢ 5,24 +0,11" 8,32 +0,17° 5,97 +0,14°
1 mM EGTA 7,96 + 0,22% 7,92 +0,21% 8,30 + 0,19% 7,31 +0,20°
300 U SOD 6,34 +0,18¢ 5,73 +0,11° 8,20 + 0,16™ 6,03 + 0,10%
1 mM ASA 7,44 +0,13° 6,22 + 0,12° 8,23 +0,12% 7,32 +0,16°
100 U KAT 6,20 + 0,19% 5,85+ 0,11° 7,81 + 0,25 6,24 + 0,10°
0,2mM cPTIO 6,62 +0,21° 5,87 + 0,13 7,12 + 0,15° 7,33 +0,12°
0,01 mM DPI 6,42 +0,12¢ 6,54 +0,13¢ 7,46 +0,16° 6,52 +0,11¢

A Ca“*-kelator | mM EGTA, a ROS kiolté 300 U SOD, ImM ASA, 100 U KAT, az NO kiolto 0,2 mM c¢PTIO, és
a NADPH-oxidaz gatlo 0,01 mM DPI hatdsa a légrés nyitottsagara (um) paradicsom levél alsod
epidermisznyuzaton 3 6ras 107-10"° M szalicilsav (SA) kezelést kovetSen, nyitd pufferben (10 mM MES/TRIS, 10
mM KCI, 0,1 mM CacCl,, pH 6,15). AtlagiSE, n=90. A kiilonboz6 betiivel jelzett oszlopok P<0,05 valdsziniliségi
szinteken szignifikansan kiilonbéznek egymastol a Duncan teszt alapjan.

Meghataroztuk a zardsejtek klorofill a fluoreszcencia paramétereinek valtozasat. A zarosejtek
sokkal érzékenyebben reagaltak az SA kezelésekre és a fényre, ami a nylzat egy sejtréteg
vastagsagaval magyarazhato, valamint azzal, hogy a fonak epidermisz eredetileg a ndvényen
nincs kitéve erds fényhatdsnak. Mind a négy paraméter (Fv/Fm, Yield, qP, NPQ) értéke
szignifikansan csokken a 10° M SA kezelés hatésara a zarosejtekben a kontrollhoz képest (13.
abra). A 10 M SA hatasara csokken az effektiv kvantumhasznositas (Yield); a qP és az NPQ

azonban nem valtozik szignifikansan a kontrollhoz képest (13. abra).
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13.4abra: A zardsejtek klorofill a fluoreszcencia paramétereinek (A: Fv/Fm; B: Yield; C: gP; D: NPQ) valtozasa
paradicsom levél alsé epidermisznyuzaton 3 6ras 107-10° M szalicilsav (SA) kezelést kovetSen, nyitd pufferben
(10 mM MES/TRIS, 10 mM KCI, 0,1 mM CaCl,, pH 6,15) (Atlag+SE, n=9). Fv/Fm: maximalis
kvantumhasznositas; Yield: effektiv kvantumhasznositas; qP: fotokémiai kioltds; NPQ: nem fotokémiai kioltas. A
kiilonb6zé betiivel jelzett oszlopok P<0,05 valdszinliségi szinteken szignifikdnsan kiilonboznek egymastol a
Duncan teszt alapjan.
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A zérosejtek relativ elektrontranszportja (Rel. ETR) az alkalmazott SA koncentracio fliiggvényében

szintén csOkken a kontrollhoz képest (14. abra).
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14.abra: A zardsejtek relativ elektrontranszportjdnak (Rel. ETR) valtozasa paradicsom levél also
epidermisznyuzaton 3 6ras 107-10" M szalicilsav (SA) kezelést kovetéen, nyitd pufferben (10 mM MES/TRIS, 10
mM KCI, 0,1 mM CaCl,, pH 6,15). Rel. ETR= 0.84*0.5*PPFD*(Fm’-F)/Fm’. (Atlag+SE, n=9).

A zérosejtek Rel. ETR gorbék paramétereinek valtozésa alapjan megallapithato, hogy a 107-10"
® M SA kezelések hatasara az alkalmazott koncentracié fiiggvényében csokken a relativ
elektron transzport maximuma (Rel. ETRmax), a gorbék kezdeti linearis szakaszara illesztett

egyenes meredeksége (o) és a minimalis telitd fényintenzitas (lx) értéke a kontrollhoz képest a

10 M SA kezelés kivételével, ahol az Iy értéke megnd (5. tablazat).

S.tablazat
A zérosejtek relativ elektrontranszportjdnak (Rel. ETR) paramétereinek valtozasa
Kezelések Rel. ETRmax o I (umol m? s%)
Kontroll 2,30 + 0,07° 0,12 +0,007% 18,39 +1,18™
107 M SA 1,81 +0,09° 0,10 + 0,001 16,95 + 0,66™
10" M SA 1,48 +0,14° 0,10 + 0,007% 14,90 + 2,50™
10° M SA 1,20 +0,04° 0,06 + 0,005" 19,72 +1,35™

A zarosejtek relativ  elektrontranszport (Rel. ETR) paramétereinek valtozasa paradicsom levél alséd
epidermisznytzaton 3 oras 107-10° M szalicilsav (SA) kezelést kovetden nyitd pufferben (10 mM MES/TRIS, 10
mM KCI, 0,1 mM CaCl,, pH 6,15). Rel. ETR«: a relativ elektron transzport maximuma; o: a gorbe kezdeti
lineris szakaszanak a meredeksége; I, a minimélis telitd fényintenzitas (I,=Rel. ETRa/0). Atlag+SE, n=9. A
kiilonb6z6 betlivel jelzett oszlopok P<0,05 valdszinliségi szinteken szignifikdnsan kiilonboznek egymastol a
Duncan teszt alapjan (ns: nem szignifikans).

Megéllapithatd tehat, hogy az SA sztomakra gyakorolt hatdsa eltér az intakt novény és az
epidermisznylzat esetén. A paradicsomndvények haldldt okozd koncentracidk azonban a

zardsejtek esetében is jelentdsen gatoljak a fotoszintézist.
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5.3. A sejthalal indukcio fobb komponenseinek vizsgalata 6 ords kezeléseket

kovetoen paradicsom novényekben

5.3.1. Az etilénprodukcio, ROS, NO és az életképesség valtozasa

A noévényi szovetek etilénprodukcié fokozddasa hozzajarulhat a szeneszcencia, illetve a
sejtszintli PCD indukcidjadhoz, ezért megmértiikk a levelek és a gyokerek ET produkciojat a
kezelt paradicsom novényekben.

Az alkalmazott letalis (10°-10% M) SA koncentraciok csokkentik a gyokerek ET
emissziojat a hatodik oraban a kontrollhoz képest (15. éabra). A letalis, 250 mM NaCl
koncentraci6 szintén csokkenti az ET produkcidt a gydkerekben, mig a szubletalis, 100 mM
NaCl ugyanitt serkenti azt (15. abra).

Megallapithat6 tehat, hogy az intakt ndvényekben a szubletalis SA koncentraciok az ET
produkciot nem csokkentik szignifikdnsan, mig a 100 mM NaCl kezelés szignifikdns
novekedést valt ki, a letalis SA és NaCl koncentraciok mindkét esetben csokkentik a gyokerek
ET szintézisét. Az ET produkcid fokozddasa tehat nem jatszik szerepet a PCD indukcidjaban a
letalis SA és NaCl kezelések hatasara, intakt paradicsom novények gyokerében. Mindez a 100
mM-os NaCl koncentracional mérsékelten, mig a 10 M SA-nal kisebb SA koncentracioknal

nem figyelhetd meg.

Etilenprodukcio (nl g™ FT h™)

10’M 10°M  10°M  10°M 100 mM 250 mM
SA SA SA SA NaCl  NaCl

Kezelések

Kontroll

15.4bra: Az etilénprodukcié véltozisa paradicsom novények levelében és gydkerében 6 6ras 107-10% M
szalicilsav (SA) vagy 100 mM ill. 250 mM NaCl kezelést kovetéen (Atlag+SE, n=6). A kiilonboz6 betiivel jelzett
oszlopok P<0,05 val6sziniiségi szinteken szignifikansan kiilonboznek egymastél a Duncan teszt alapjan, mely
kiilon jelzi a kiilonbségeket az eltérd szervekben (dolt bet6vel jeldlve a gyokérben mért adatok).
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Az ET produkcio jelentds csokkenése a gyokérben figyelheté meg, ezért fluoreszcens festékek
segitségével megvizsgaltuk, hogyan hat ez a gyokércsticsokban bekdvetkezé ROS és NO
produkciora, valamint az életképesség megvaltozasara (16. abra). A ndvekvd koncentracidju
SA kezelések hatdsara a gyokércsics ROS produkcidja szignifikdnsan megemelkedik a
kontrollhoz képest (16. abra). A NaCl kezelések szintén novelik a gyokércsucsok ROS
produkciojat a kontrollhoz képest (16. bra). Az NO produkeié a 10°-10% M SA és a 100 mM
¢s 250 mM NaCl kezelések hatasara emelkedik meg szignifikdnsan a kontrollhoz képest a
gyOkércsucsokban (16. abra). A hatodik orara a 102 M SA- és 250 mM NaCl-kezelt novények
gyOkércsucsaban csokken szignifikansan az életképesség (16. abra).

A letélis koncentracidju kezelések hatasara tehat a gyokércsucsban megemelkedik a

ROS és NO produkci6, ami rovid idon beliil az életképesség csokkenéséhez vezet.
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SA SA SA SA NaCl NaCl

Kezelések

16.abra: A reaktiv oxigénformak- (H,DCFDA) és a nitrogén-monoxid (DAF-2DA) produkcidjanak és az
életképességnek (FDA) a valtozasa paradicsom novények gyokéresucsaban (0,5 mm) 6 éras 107-107 M szalicilsav
(SA) vagy 100 mM ill. 250 mM NaCl kezelést kovetéen (Atlag+SE, n=6). A kiilonb6z6 betiivel jelzett oszlopok
P<0,05 valoszinliségi szinteken szignifikdnsan kiilonbdznek egymastol a Duncan teszt alapjan, mely kiilon jelzi a
kiilonbségeket az eltérd festékek esetén (dolt betdvel jelolve a DAF-2DA-val mért adatok).

59.3.2. Génexpresszios valtozasok: az SA jelatvitelében szerepld, a patogenezissel
kapcsolatos SIPR1

Az alkalmazott SA ¢és NaCl kezelések hatasara tobb, a PCD indukcidjaban szerepet jatszo, az
irodalom alapjan internetes adatbazisokbol (NCBI, Sol Genomics Network) kivalasztott
markergén expressziojaban jelentds kiilonbségek mutatkoznak a kezeléseket kovetd hatodik
oraban a kontrollhoz képest. A patogenezissel kapcsolt gén, az SA jelatvitelében kulcsszerepet
jatszo SIPR1 expresszidja az alkalmazott letalis, 103-102 M SA koncentracidk esetében

szignifikansan nd a kontrollhoz képest, ami azt mutatja, hogy ezen esetekben az SA altal
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indukalt jelatviteli folyamat bekapcsolt allapotban van (17. abra). N6 az SIPR1 gén expresszidja
a 250 mM NaCl-kezelt novények levelében, valamint a 100 mM NaCl-kezelt névények
gyokerében IS, ami azt bizonyitja, hogy a PR1 gént abiotikus stresszor is indukalhatja (17.
abra). Az SIPR1 gén expresszidé novekedése dnmagaban tehat nem a sejthalal indukcidjanak

bekovetkezését jelzi.

20

SIPR1 [ Levél
I Gyokeér

Relativ transzkript szint

*
ns ns

10'M  10*M  10°M  10°M 100mM 250 mM
SA SA SA SA NaCl  NaCl

Kontroll

Kezelések

17.abra: Az SIPR1 génexpressziés szintjének valtozasa paradicsom ndvények levelében és gydkerében 6 6ras 10
7.10? M szalicilsav (SA) vagy 100 mM ill. 250 mM NaCl kezelést kdvetéen (Atlag+SD, n=3). A *-gal jelolt
kezelt mintak a kezeletlen kontrolltéol P<0,05 (*), 0,01 (**) vagy 0,001 (***) valoszinliségi szinteken
szignifikansan kiilonboznek.

5.3.3. Génexpresszios valtozasok: az antiapoptotikus Bax Inhibior-1 és a

jelatvitelben szereplé MAP3Ka

A Bax Inhibitor-1 (SIBI1) egy evoltaciosan erdsen konzervalt fehérje (2. melléklet). Az SIBI1
paradicsomban az 1-es kromoszoman helyezkedik el, a 396 bp altal kodolt fehérje molsulya
14,97 kDa (4. melléklet). A gén promoter régidjaban tobbek kozott talalhatdak TC-gazdag
ismétlédések, ami a védekezési- és stresszvalaszban résztvevd cCisz-hatd elem, szarazsag
indukalta valaszban résztvevé MYB kot6 szekvencia (MBS), gomba elicitor valasz elem (Box-
W1), tovabba az SA valaszban résztvevo cisz-hatd elem (TCA) is (5. melléklet).

Az SIBI1 expresszidja a letalis koncentracioju és gyors PCD-t okozo 10% M SA és 250
mM NacCl kezelés hatasara lecsokken a gyokérben, ami a kezelések elsddleges tamadéspontja,

mig a 10*-102 M SA-kezelt ndvények levelében né a kontrollhoz képest (18. dbra).
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18.4bra: Az SIBI1 génexpresszios szintjének véltozasa paradicsom ndvények levelében és gyokerében 6 6ras 107'-
10 M szalicilsav (SA) vagy 100 mM ill. 250 mM NaCl kezelést kovetden (Atlag+SD, n=3). A *-gal jelolt kezelt
mintdk a kezeletlen kontrolltél P<0,05 (*), 0,01 (**) vagy 0,001 (***) valdszinliségi szinteken szignifikdnsan
kiilonboznek.

A MAPK kaszkadrendszert alkotd6 SIMAP3Ke, az abiotikus és biotikus stresszorok altal
indukalt jelatvitel egyik gyakori eleme, a 11-es kromoszoéman helyezkedik el a paradicsomban,
az 1845 bp hosszsagu gén altal kodolt fehérje sulya 67,02 kDa (4. melléklet). A gén promoter
régidjaban tobbek kozott talalhatoak TC-gazdag ismétlddések, amik a védekezési- és
stresszvalaszban résztvevo Cisz-hato elemek, a Szarazsag indukalta valaszban résztvevé MYB
kotd szekvencidk (MBS), ABS (ABRE), ¢és ET valasz elemek (ERE) is (5. melléklet).

Az SIMAP3K a expresszioja a 10-10% M SA- és a NaCl-kezelt névények levelében,
valamint kis mértékben, nem szignifikansan a 10° M SA-kezelt novények gyokerében nd a
kontrollhoz képest (19. dbra). Ugyancsak mérs€kelten emeli a gén expressziojat a 100 mM-0s

NaCl kezelés a gyokérben.

SIMAP3Ka

3 Levél
B Gyokér

Relativ transzkript szint

10’M  10°M  10°M  102M 100mM 250 mM
Kontroll
SA SA SA SA NaCl  NaCl
Kezelések

19.abra: Az SIMAP3Ka génexpresszids szintjének valtozasa paradicsom ndvények levelében és gyokerében 6
6ras 107-102 M szalicilsav (SA) vagy 100 mM ill. 250 mM NaCl kezelést kovetSen (Atlag+SD, n=3). A *-gal
jelolt kezelt mintdk a kezeletlen kontrolltél P<0,05 (*), 0,01 (**) vagy 0,001 (***) valoszinliségi szinteken
szignifikansan kiilonbdznek.
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megnbhet az antiapoptotikus gének expresszidja. A fenti valtozasok a PCD inhibitor SIBI1
expresszidjanak csokkenését és a jelatviteli komponens, az SIMA3Ka expresszio
novekedésének a hianyat mutatjadk a letalis SA- és NaCl-kezelt paradicsom ndvények

gyOkerében.

5.3.4. Génexpresszios valtozasok: a proapoptotikus cisztein protedzok

Internetes adatbazisokbol (NCBI, Sol Genomics Network) kigytijtottiik a cisztein proteazokat
kodolo, fehérjére atforditott szekvenciakat, majd homologia illesztést végeztiink (ClustalW) és
megszerkesztettiilk a homologiafat (Dendroscope 3.2.2.). A cisztein protedz alcsalddok jol
elkiiloniilnek az atforditott fehérjeszekvenciakbol késziilt szekvencia rokonsagi fan (1.
melléklet), amely alapjan egy-egy fehérjét kodold gént valasztottunk ki a papain szerii cisztein
proteazok- (Solyc129088670.1: SICYP1), vakuolaris processzald enzimek- (Solyc08g065610.2:
SIVPEl), metakaszpazok- (Solyc09g098150.2: SIMCAl) alcsaladjaibol a tovabbi
vizsgalatokhoz. A kivalasztott gének kiilonb6z6 kromoszoman helyezkednek el, 1400-2000 bp
hosszuak, és az altaluk kodolt fehérjék sulya 45-54 kDa (4. melléklet). Mindharom gén vizsgalt
(5. melléklet). Az SICYP1 és SIVPEL prométer régidjaban tobbek kozott talalhatdoak TC-gazdag
ismétlédések, amelyek a védekezési- és stresszvalaszban résztvevd cisz-hatd elemek, tovabba
az SA valaszban résztvevd cisz-hato elemek (TCA) (5. melléklet). Az SIMCAL promoter
melléklet).

A papain-szerii cisztein proteazok koziil az SICYP1 gén expresszidja a szubletalis és a
lassi PCD-t okozd 10° M-0s SA kezelések hatasara csokken, mig a letdlis SA és NaCl
kezelések hatasara nem valtozik a gyokérben a kontrollhoz képest (20. abra). A 102 M SA- és a
NaCl-kezelt novények levelében szignifikansan né a SICYPL1 gén expresszidja a kontrollhoz

képest (20. 4bra).
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20.abra: Az SICYP1 génexpresszios szintjének valtozasa paradicsom névények levelében és gydkerében 6 6ras
107-102 M szalicilsav (SA) vagy 100 mM ill. 250 mM NaCl kezelést kovetéen (Atlag+SD, n=3). A *-gal jel5lt
kezelt mintdk a kezeletlen kontrolltél P<0,05 (*), 0,01 (**) vagy 0,001 (***) valosziniiségi szinteken
szignifikansan kiilonboznek.

A vakuolaris processzald enzimek koziil az SIVPEL expresszidja a letalis 10 M SA- és a 100
mM NaCl-kezelt névények levelében szignifikansan nd, mig a letalis SA és NaCl kezelések
hatasara a gyokérben szignifikdnsan csokken a kontrollhoz képest (21. abra). Ez az eredmény
azt mutatja, hogy az SIVPEL expressziojaban a kezelést koveto 6. 6raban detektalhato valtozas
nem mutat korrelacioét a PCD-vel, aminek oka az adott VPE izoenzim expresszids kinetikajaban

valo eltérés lehet (ezzel kapcsolatban torténtek elokisérletek).
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21.abra: Az SIVPE1 génexpresszios szintjének valtozasa paradicsom novények levelében és gyokerében 6 oras
107-10 M szalicilsav (SA) vagy 100 mM ill. 250 mM NaCl kezelést kovetéen (Atlag+SD, n=3). A *-gal jel5lt
kezelt mintdk a kezeletlen kontrolltol P<0,05 (*), 0,01 (**) vagy 0,001 (***) valdszinliségi szinteken
szignifikansan kiilonbdznek.

A metakaszpazok koziil az SIMCAL gén expresszidja valamennyi SA kezelés és a 250 mM
NaCl kezelés hatasara szignifikansan csokken a gyokérben, mig a 102 M SA és a NaCl

kezelések hatasara n6 a kontrollhoz képest a levelekben (22. abra).
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22.abra: Az SIMCAL génexpresszios szintjének valtozasa paradicsom névények levelében és gyokerében 6 Oras
107-10% M szalicilsav (SA) vagy 100 mM ill. 250 mM NaCl kezelést kdvetéen (Atlag+SD, n=3). A *-gal jeldlt
kezelt mintdk a kezeletlen kontrolltol P<0,05 (*), 0,01 (**) vagy 0,001 (***) valdszinliségi szinteken
szignifikansan kiilonboznek.

Megallapithatd tehat, hogy a letalis SA és NaCl kezelések az SICYPL1 és SIMCAL gének
expresszidjat novelik a levelekben, mig az SIVPEL és SIMCAL génekét csokkentik paradicsom
novények gyokerében. A proapoptotikus SICYP1, SIVPEL és SIMCAL minden esetben jelentds
expresszié fokozodast mutatott a gyors PCD-t indukéalé 10 M SA kezelés hatasara a novények

hajtasaban.

5.4. A sejthaldl termindcioja 24 ords kezeléseket kivetden paradicsom

novényekben

5.4.1. A proteazok aktivalodasa

crer

a novényekben is.

A 24 ¢6ras letalis koncentracioji 10% M SA ¢és 250 mM NaCl kezelések hatésara a
levelek ¢s gyokerek fehérjetartalma szignifikansan lecsokken a kontrollhoz képest (23. abra).
Az ugyancsak PCD-t kivalto 10 M SA és toleralhato 100 mM NaCl kezelés szintén csokkenti
a gyokerek fehérjetartalmat ebben az iddpontban (23. 4abra). A Na® jelenlétében a
fehérjetartalom csokkenésének azonban valdsziniileg eltérd oka van, mint az SA kezelt

novények gyokerében.
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23.abra: A fehérjetartalom valtozasa paradicsom novények levelében és gyokerében 24 oras 107-10% M
szalicilsav (SA) vagy 100 mM ill. 250 mM NaCl kezelést kovetéen (Atlag+SE, n=3). A kiilonboz6 betiivel jelzett
oszlopok P<0,05 valoszinliségi szinteken szignifikansan kiilonboznek egymastol a Duncan teszt alapjan, mely
kiilon jelzi a kiilonbségeket az eltérd szervekben (dolt betbvel jeldlve a gydokérben mért adatok).

A fehérjetartalom csokkenésével parhuzamosan né a 10% M SA és 250 mM NaCl kezelések
hatasara a novények levelében €s gydkerében a protedzaktivitas a kontrollhoz képest (24. abra).

A valtozas kiilondsen a gyokerekben jelentOs.

T Level
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Kontroll: o) SA SA SA NaCl  NaCl

Kezelések

24.4bra: A protedzaktivitas valtozasa paradicsom novények levelében és gyokerében 24 6ras 107-102 M
szalicilsav (SA) vagy 100 mM ill. 250 mM NaCl kezelést kovetéen (Atlag+SE, n=3). A kiilonb6z6 betiivel jelzett
oszlopok P<0,05 valészinliségi szinteken szignifikansan kiilonboznek egymastél a Duncan teszt alapjan, mely
kiilon jelzi a kiilonbségeket az eltérd szervekben (dolt betdvel jelolve a gydkérben mért adatok).

A proteazaktivitds kimutathatd zselatin-SDS-PAGE segitségével. A kezeléseket kovetd 24.
6raban azonban a levélmintadkban semmilyen proteazaktivitds nem detektalhaté a zselatin-SDS-
PAGE segitségével (25. dbra, A). Az alkalmazott SA és NaCl koncentracidk fiiggvényében nd
a proteazaktivitas a 24. orara a gyokerekben (25. dbra, B). Specifikus cisztein proteaz blokkold
(E-64) segitségével kimutathatd, hogy az alkalmazott kezelések hatasara a gyoOkerekben
valdban a cisztein proteazok aktivitdsa is megnd a 24. 6raban a kontrollhoz képest (25. ébra,
B). A képelemzés segitségével megallapithato, hogy a fehérje 1étra alapjan ~180 kDa stlya
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proteaz aktivitasa a NaCl kezelések hatdsara megemelkedik, aminek egy része az E-64
blokkoloval gatolhato, mig a 140 kDa sulyu fehérje aktivitasaban a kezelések hatdsara nincs
kiilonbség (25. abra, C). A 47 kDa tomegii proteaz aktivitismérése megerdsiti, hogy az SA
kezelések, de kiilonosen a 250 mM NaCl erdteljesen fokozza a cisztein protedz aktivitasat a

gyOkérben (25. abra, C).
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25.4bra: A proteazaktivitas valtozasanak kimutatasa zselatin-SDS-PAGE (12,5% poliakrilamid; 0,1% zselatin)
segitségével paradicsom ndvények levelében (A) ill. gydkerében (B) 24 éras 107-107 M szalicilsav (SA) vagy 100
mM ill. 250 mM NaCl kezelést kdvetden, specifikus cisztein proteaz blokkolo (E-64) nélkiil ill. jelenlétében. A
proteazaktivitas vilagos csikként latszik a sotét hattéren. A protedzok azonositdsa eldfestett standard fehérje
létraval (Lonza Rockland Inc., USA, Rockland) tortént (a gél jobb oldalan). A protedzaktivitas meghatdrozasat a
gélen a Digimizer 4.2.2.0. képelemz6 program segitségével kvantifikaltuk (C).

Megallapithatd tehat, hogy a letdlis dozisban alkalmazott SA ¢és NaCl kezelések hatasara

aktivalodo proteazok egy része cisztein proteaz lehet.

5.4.2. Az ionhomeosztazis megvaltozasa

A 24 o6ras SA ¢és NaCl kezelések hatasara jelentésen megvaltozik a levelek és gyokerek
elemtartalma. A letalis koncentraciéji 10°-10% M SA és a 100 ill. 250 mM NaCl kezelés
hatasara szignifikdnsan lecsokken a gydkerek és levelek kalium tartalma a kontrollhoz képest
(26. 4bra, A). Ezzel szemben a 10* M SA-kezelt novények levelében és gyokerében
szignifikansan n6 a kalium tartalom 24 o6raval a kezelés utan (26. dbra, A). A natrium tartalom
a levelekben ¢és a gyokerekben egyediil a NaCl kezelések hatasdra, az alkalmazott
koncentraciok fliggvényében nd (26. abra, B). A kalcium tartalom nem valtozik szignifikdnsan
egyik kezelés hatasara sem a levelekben, a gyokerekben azonban az alkalmazott SA kezelések
hatdsdra a koncentracidé fliggvényében nd, a 102 M SA-kezelt ndvények gyokerében ez
szignifikansan kiilonbozik a kontrolltdl (26. dbra, C). A magnéziumtartalom egyediil a 250 mM
NaCl kezelés hatasara csokken szignifikansan a levelekben és a gyokerekben szignifikansan a

kontrollhoz képest (26. abra, D).
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26.abra: Az elemtartalom (A: K*; B: Na"; C: Ca?"; D: Mg®") véltozasa paradicsom ndvények levelében és
gyokerében 24 oras 107-107 M szalicilsav (SA) vagy 100 mM ill. 250 mM NaCl kezelést kovetéen (Atlag+SE,
n=3). A kiilonb6z6 betiivel jelzett oszlopok P<0,05 valoszinliségi szinteken szignifikansan kiilonbéznek egymastol

a Duncan teszt alapjan, mely kiilon jelzi a kiilonbségeket az eltéré szervekben (dolt betdvel jelolve a gydkérben
mért adatok).

Mivel a K* hidny aktivalhatja a protedzokat, az iontartalmakban kapott valtozasok jo

Osszhangban vannak a proteazaktivitds megvaltozasaval.

543. Az életképesség megvaltozasa az ionkieresztés alapjan, a DNS

fragmentacidja

A levelek és a gyokerek életképessége az elektrolit kieresztés (EL) alapjan az alkalmazott NaCl
¢s SA koncentraciok fiiggvényében szignifikdnsan csokken a kontrollhoz képest a 24. orara
(27. 4bra). A 102 M SA és a 250 mM NaCl kezelés hatasara a gyokerek elektrolit kieresztése
csaknem eléri a 100%-ot (27. dbra).
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27.4bra: Az ionkieresztés (EL) véltozasa paradicsom novények levelében és gyokerében 24 oras 107-107 M
szalicilsav (SA) vagy 100 mM ill. 250 mM NaCl kezelést kovetéen (Atlag+SE, n=6). A kiilonboz6 betiivel jelzett
oszlopok P<0,05 valoszinliségi szinteken szignifikansan kiilonbéznek egymastol a Duncan teszt alapjan, mely
kiilon jelzi a kiilonbségeket az eltérd szervekben (dolt betdvel jeldlve a gyokérben mért adatok).

A letalis koncentracioju, gyors PCD-t kivalto 107 M SA és a 250 mM NaCl kezelés hatdsara a
DNS internukleoszomalis fragmentacidja mutathatdo ki a paradicsom gyokerekben agar6z-

gélelektroforézis segitségével a kezeléseket kovetd 24. ordban (28. 4bra).

DNS- Kontroll 10'M 10*M 10°M 102M 100mM 250mM
Létra SA SA SA SA NaCl NaCl
—
1500— ' i '
sso—- B ) :

<~
<

<

28.abra: A DNS degradalodasanak kimutatisa agaroz-gélelektroforézissel paradicsom gyokerében 24 6ras 107-
102 M szalicilsav (SA) vagy 100 mM ill. 250 mM NaCl kezelést kovetéen.

Mindezek az eredmények azt mutatjak, hogy a letalis SA és NaCl koncentraciok hatasara mar a
kezelést kovetd 24. 6ra utdn megjelennek a PCD-re jellemz6 fobb valtozasok, ami az SA esetén
inkdbb a gyors PCD-t okozd 102 M-os kezelésnél mutat a letalis sostressz esetén is

megfigyelhetd jellegzetességeket.
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5.5. A sejthaldl indukcidjanak és jelatviteli komponenseinek vizsgdlata

paradicsom sejtszuszpenzioban

5.5.1. Novekedési kinetikak és elektrolit Kieresztés

Az SA és a sostressz altal indukalt PCD morfologiai, biokémiai és molekularis bioldgiai
markerei idérendben eldszor a gyokérkezelés miatt a gyokérben jelentkeznek. A gyokér
osztodd szoveteinek modellezésére egy klorofill-mentes szovetkultirat, paradicsom
sejtszuszpenziot készitettiink, és a tovabbiakban a sejthalal komponenseinek vizsgalatat ezzel
végeztilk (Papp 2010; Szopko 2011). A sejtszinti vizsgalatokhoz el6szor kalluszt, majd
sejtkultarat inditottunk, mely segitségével elsoként a NaCl és SA kezelések hatasat a friss
tomeg (FT) valtozdsira vizsgéltuk meg (29. abra). A paradicsom sejtszuszpenzio FT
gyarapodasa az id6 fliggvényében szigmoid gorbe szerint alakul (29. abra). A gorbe alapjan
megallapithatd, hogy a paradicsom sejtszuszpenzid FT novekedése kezdetben lassu (0-3. nap),
azutan felgyorsul (3. naptdl). Egy ideig megkozelitdleg exponencidlisndvekedés figyelheté meg
(3-4. nap), ezutan kovetkezik egy egyenes szakasz, mely soran a ndvekedés linearis (4-5. nap),
végiil leall (7. nap). A 100 mM NaCl és a 10 M SA kezelések mar a 3. naptol csokkentik a
paradicsom sejtszuszpenzié FT gyarapodasat a kontrollhoz képest, melynek hatasara a
szigmoid gorbe alakja megvaltozik (29. abra).

5

A B

—&— Kontroll

—O0— 10" M SA
—v— 10°M SA

—&— Kontroll
—O— 100 mM NaCl
—w— 300 mM NaCl

1d6 (nap)

29.abra: A paradicsom sejtszuszpenzid tomeggyarapodasanak valtozasa 7 napos 100 és 300 mM NaCl (A),
valamint 10 és 10° M szalicilsav (SA) kezelést kovetéen (Atlag+SE, n=3). A *-gal jeldlt kezelt mintak a
kezeletlen kontrolltol P<0,05 (*), 0,01 (**) vagy 0,001 (***) valoszintiségi szinteken szignifikansan kiilénboznek.

A 300 mM NaCl és a 10° M SA kezelések hatasara a sejtek elpusztulnak (30. abra), amit az
irreverzibilis elektrolit kiaramlas mutat (100%), és mar az els6 nap kisebb a FT a kontrollhoz
képest (29. abra). Az elektrolit kiaramlas 30%-os novekedése utan a sejtek kontroll oldatba

helyezve regeneralddni tudtak (100 mM NaCl és 10 M SA).
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30.abra: Az elhalt sejtek szézalékos aranyanak valtozasa 100 és 300 mM NaCl, valamint 10 és 10 M szalicilsav
(SA) kezelést kovetSen paradicsom sejtszuszpenzioban (Atlag+SE, n=3). A *-gal jelolt kezelt mintak a kezeletlen
kontrolltol P<0,05 (*), 0,01 (**) vagy 0,001 (***) valosziniiségi szinteken szignifikansan kiilonboznek (ns: nem
szignifikans).

A kezelések végére a kezdeti pH érték (5,26+0,03) a 100 és 300 mM NaCl kezelések hatasara
lecsokken (pH 4,97+0,05 ill. 5,16+0,03), mig @ 10 M SA kezelés hataséara a pH lugosodik (pH
5,38+0,06).

5.5.2. A sejtek elemtartalmanak megvaltozasa

A sejtek elemtartalmaban is jelentds valtozasokat okoznak a letalis NaCl- és SA koncentraciok.
A kaliumion tartalom szignifikansan csokken a kontrollhoz képest az egy hetes 100 és 300 mM
NaCl és a 10° M SA kezelések hatasara, mig a 10* M SA kezelés hatdsara nem valtozik
szignifikansan (6. tablazat). A sejtek natriumion tartalma szignifikdnsan megné a NaCl
kezelések hatasara, mig a SA kezeléseknél nincs szignifikans kiilonbség a kontrollhoz képest
(6. tablazat). A K'/Na® arany azonban szignifikinsan lecsokken nemcsak a NaCl-kezelt
sejtekben, hanem a 10° M SA kezelések hatasara is (6. tablazat). A kalciumion tartalom
szignifikinsan megné a 300 mM NaCl és a 10 SA kezelések hatasara a sejtekben, mig a 100
mM NaCl és 10" M SA kezeléseknél nincs szignifikans kiilonbség a kontrollhoz képest (6.
tablazat). A magnéziumion tartalom a soOstressz hatdsara csokken, mig az SA kezeléseknél
nincs szignifikans valtozas a kontrollhoz képest a paradicsom sejtszuszpenzidban (6. tablazat).
A kezelések hatasara bekovetkezd K* és Na* tartalom, valamint a K'/Na* arany valtozasa jo

Osszhangban van a gyokérben kapott tendenciakkal.
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6.tablazat

Az elemtartalom és a K'/Na" arany valtozasa paradicsom sejtszuszpenzioban

Elemek Kezelések
(hmolg"S2T) Kontroll 100 mM NaCl 300 mM NaCl 107 M SA 10°M SA
K* 1887,14 + 200 947,62+ 102.7 716,08 + 26,6 1087,0 + 533" 89256+ 19.2
Na* 55,13 + 3,0 305,29 + 39,2 1244,64 + 78,4 55,01 + 1,9™ 67,09 +5,8"
K*/Na* 3472+19 324+047 0,58 +0,05 36,31 +1,4™ 13,87 + 1,37
Ca* 85,46 + 5,7 106,96 + 5,6™ 165,40 + 4,2 99,47 +95™ 22212 +247"
Mg** 135,43 +7,5 86,14 +7,2" 82,73 +12,1 141,01 +7,0° 146,44 +13,1"™

Az elemtartalom és a K'/Na" arany valtozasa egy hetes 100 és 250 mM NaCl vagy 10 és 10 M szalicilsav (SA)
kezelést kovetden paradicsom sejtszuszpenzioban. (Atlag+SE, n=6). A *-gal jelolt kezelt mintak a kezeletlen
kontrolltél P<0,05 (*), 0,01 (**) vagy 0,001 (***) valosziniiségi szinteken szignifikansan kiilonbdznek (ns: nem
szignifikans).

5.5.3. A PCD detektalasa és kvantifikalasa

A NaCl és SA kezelések altal az FT-re kifejtett hatas alapjan kivalasztottuk a letalis 250 mM
NaCl és a 10° M SA kezeléseket, hogy segitségiikkel Osszehasonlitva vizsgdljuk meg a
sejthalal indukciojat és jelatviteli komponenseit a paradicsom sejtszuszpenzioban. Az elhalt
sejtek szazalékos aranydnak valtozasat FDA festés segitségével hataroztuk meg az elsd 6
oraban. A 6 6ras 250 mM NaCl és 10 M SA kezelést kovetSen a sejthaldl mértéke szignifikans
novekedést mutat az id6 fiiggvényében a kontrollhoz képest (31. abra, A). A 250 mM NaCl
kezelés hatasara mar a 2. orat kovetéen szignifikansan megné a sejtek elhalasa, mig a 10° M
SA kezelés hatdsara csak az 5. orat kovetden figyelhetd meg szignifikans sejtpusztulas (31.
abra, A). Az ionkieresztés mértéke a 250 mM NaCl kezelés hatasara csaknem 80%-0s, a 10° M
SA kezelés hatasara tobb, mint 40%-0s a kezelés 6. orajara (31. abra, B). A 6 oras kezelést
kovetd helyreallitodasi kisérlet megerdsitette, hogy a 250 mM NacCl és a 10 M SA kezelések
altal visszafordithatatlanul indukalddik a sejthalalt. A 6 o6rds kezelést kovetden a sejteket
szlirdpapiron Osszegyiijtottiik majd kétszer 30 ml sejtszuszpenzios kozeggel atmostuk €s 1y 100
ml-es Erlenmeyer lombikba raktuk, 30 ml friss szuszpenzids oldatba 24 oOrara, steril
koriilmények kozott. A helyreallitodas utan a sejthalal mértekét FDA festéssel hataroztuk meg.
Az eredmények megerdsitették, hogy mindkét hat oras kezelés indukalta a PCD-t, mivel a

sejtek a friss médium ellenére mar nem voltak €16k.
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3l.abra: Az elhalt sejtek szazalékos aranyanak valtozasa az idd fiiggvényében (A) és az ionkieresztés (EL)
valtozasa 6 6rds 250 mM NaCl és 102 M szalicilsav (SA) kezelést kovetSen paradicsom sejtszuszpenzioban
(Atlag+SE, n=6). A *-gal jelolt kezelt mintik a kezeletlen kontrolltél P<0,05 (*), 0,01 (**) vagy 0,001 (***)
valosziniségi szinteken szignifikansan kiilonboznek (ns: nem szignifikans).

A kisérletek soran megvizsgaltuk, hogy a két letalis kezelés kivaltja-e a PCD-re jellemzdé fobb
morfologiai valtozasokat. Mindkét kezelés hatasara kimutathatdé a sejtmag zsugorodasa és a
kromatin kondenzécioja (32. abra, A). A PCD f6 jellegzetességét, a DNS internukleoszémalis
fragmentalodast TUNEL-probaval vizsgaltuk meg. TUNEL-pozitiv sejtmagok figyelhetéek
meg mind a 250 mM NaCl mind pedig a 10° M SA kezelések hatéséra a 6. 6raban (32. dbra,
A). A TUNEL-pozitiv sejtmagok szama 60% koriil alakult a 250 mM NaCl kezelést kdvetden
és 22% koriil a 10° M SA kezelés hatdsara. A DNS kivondsa és elvalasztasa agaroz-
gélelektroforézissel tortént. A DNS fragmentalodasa figyelheté meg a 250 mM NaCl-kezelt
sejtekben a kezelést kdvetd 6. ordra, melyekben nagyaranyu és eldrehaladott a PCD (32. ébra,
B). Habéar a 10 M SA kezelés hatasara TUNEL pozitiv sejtek megfigyelhetéek, a DNS létra a

kezelés 6. 6rajara még nem alakult ki (32. abra).

DNS- 250mM 10°M
A Lera Xl T sa
Plazmamembrin

Sejtfal

V4

agaroz-gélelektroforézissel (B) 6 6ras 250 mM NaCl és 10° M szalicilsav (SA) kezelést kdveten paradicsom
sejtszuszpenzioban. (Kontroll (A, B, C), 250 mM NaCl (D, E, F), 10° M SA (G, H, I), fénymikroszkopos képek
(A, D, G); Hoechst 33258 festés (B, E, H); TUNEL-pozitiv sejtmagok (C, F, 1)).
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5.5.4. Az etilénprodukcio, ROS, NO és az életképesség valtozasa

Az ET produkcié a 250 mM NaCl kezelés hatasara szignifikinsan megnd, mig a 10° M SA-val
kezelt sejtek ET produkcidja nem valtozik szignifikansan a kontrollhoz képest a paradicsom
sejtszuszpenzidban (33. abra). Az ET produkcidjat serkenti az ET prekurzor, 1-
aminociklopropan-1-karbonsav (ACC) a kezelésekkel egyiitt alkalmazva, ez azonban az SA
jelenlétében nem bizonyult szignifikdnsnak. Az ET receptor blokkold eziist-tioszulfat (STS)
nem csokkenti az ET produkciot a kontroll és SA kezelt sejtekben, viszont csokkentette a

NaCl-indukalta ET produkciot (33. abra).

04

[ Kontroll
Il + ACC
[ +STS

0,3 4

0,2

ns

0,14

Etilenprodukcio (nl g™ FT h™")

0,0 -

Kontroll 250 mM NaCl 10°M SA
Kezelések

33.4bra: Az etilénprodukci6 véltozasa 6 oras 250 mM NaCl és 103 M szalicilsav (SA) kezelést kévetden
Onmagaban vagy az etilénprekurzor 1-aminociklopropan-1-karbonsav (ACC, 10 uM) vagy az etilén receptor
blokkolo eziist-tioszulfat (STS, 20 uM) parhuzamos alkalmazasaval paradicsom sejtszuszpenziéban (Atlag+SE,
n=6). A *-gal jelolt kezelt mintak a kezeletlen kontrolltol P<0,05 (*), 0,01 (**) vagy 0,001 (***) valdszinliségi
szinteken szignifikansan kiilonbdznek (ns: nem szignifikans).

A letalis NaCl és SA hatéasara erdteljes ROS produkcio figyelhetd meg a sejtekben, amely az
els6 orat kovetéen rendkiviili mértékben megné a 250 mM NaCl kezelés hatasara, kisebb
mértékben a 10° M-0s SA jelenlétében a kontrollhoz képest (34. dbra). A ROS produkcid
maximumat a masodik 6ratol csokkenés koveti, kisebb mértékben a 250 mM NaCl, nagyobb
mértékben a 10° M-0s SA kezelés esetében (34. abra).

Hogy megvizsgaljuk az ET szerepét az oxidativ stressz indukcidjaban a NaCl- és SA-
kezelt sejtekben, az ET szintézist fokoztuk az ET prekurzor ACC hozzaadasaval. Az elsd
Oraban az ACC nem valtoztatja meg a ROS termelést a 250 mM NaCl-kezelt sejtekben, de a
mésodik 6ratol megemeli a ROS felhalmozodast a kontrollhoz képest (34. abra, A). A 10° M
SA jelenlétében az ACC a 3. oratdl emeli meg a ROS termelést (34. abra, B). Az STS ET
receptor blokkol6 alkalmazasa csokkenti a ROS produkciot a sostressz alatt az elsé ordban, de a

4. oratol a ROS termelés nem kiilonbozik az STS nélkiili, NaCl-kezelt sejtektdl (34. abra, A).
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Azonban az STS egyiittes alkalmazéasa az SA mellett szignifikansan megemeli a sejtek ROS

produkcidjat (34. abra, B).
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34.abra: A sejtszuszpenzié ROS produkcidjanak valtozasa (H,DCFDA festéssel) a kontrollhoz képest az id6
fliggvényében 6 6ras 250 mM NaCl és 10° M szalicilsav (SA) kezelést kovetden Snmagiban vagy az
etilénprekurzor, 1-aminociklopropan-1-karbonsav (ACC, 10 uM) vagy az etilén receptor blokkold eziist-tioszulfat
(STS, 20 uM) parhuzamos alkalmazasaval paradicsom sejtszuszpenzioban (Atlag+SE, n=3). A *-gal jelolt kezelt
mintak a kezeletlen kontrolltol P<0,05 (*), 0,01 (**) vagy 0,001 (*¥**) valdsziniiségi szinteken szignifikdnsan
kiilonboznek (ns: nem szignifikans).

Az NO produkci6 is megvaltozik az alkalmazott NaCl- és SA kezelések hatasara a kontrollhoz
képest az 1d6 fiiggvényében (35. abra). A 250 mM NaCl hataséara a fluoreszcencia intenzités
maximuma a masodik éraban, a 10° M SA kezelés hatasara az els6 éraban volt megfigyelhetd
(35. abra, A és B).

Az ET prekurzor ACC ndveli az NO produkcidt az elsé draban a NaCl kezelés esetén,
de nem kiilonbozik szignifikansan a 6 6ras kezelés végéig a kontrolltol (35. abra, A). Az ACC
egylittes alkalmazasa a 103 M SA kezeléssel az elsé oraban csokkenti, majd késdbb nem okoz
szignifikans valtozast az NO produkcioban (35. abra, B). Az STS kezelés 40%-os emelkedést
eredményez az NO produkcioban a sokezelt sejtek esetében és szignifikansan csékkenti az NO

produkciot az SA-kezelt sejtekben (35. abra, A és B).
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35.4bra: A sejtszuszpenzié NO produkcidjanak valtozasa (DAF-2DA festéssel) a kontrollhoz képest az id6
fliggvényében 6 oras 250 mM NaCl és 102 M szalicilsav (SA) kezelést kovetéen onmagaban, az etilénprekurzor,
1-aminociklopropan-1-karbonsav (ACC, 10 uM) vagy az etilén receptor blokkold eziist-tioszulfat (STS, 20 puM)
parhuzamos alkalmazasaval paradicsom sejtszuszpenzioban (Atlag+SE, n=3). A *-gal jelolt kezelt mintdk a
kezeletlen kontrolltol P<0,05 (*), 0,01 (**) vagy 0,001 (***) valoszinliségi szinteken szignifikansan kiilonboznek
(ns: nem szignifikans).

Specifikus gatloszerek alkalmazéasaval vizsgaltuk meg az egyes jelatviteli komponensek szerepét a
sejthalal indukcidjaban, amit a sejthalal szazalékaban hataroztunk meg. A 250 mM NaCl és 10° M
SA altal kivaltott sejthalal mértékét szignifikansan csokkentette a Ca®* kelator, EGTA és a
kalmodulin inhibitor, W-7 (7. tablazat). A O, kioltdé, SOD enzim, a H,0; kiolté, KAT enzim és
a NADPH-oxidaz gatlasa DPI-vel jelentdsen csokkenti a NaCl- és SA-indukalta sejthalalt arra
utalva, hogy a ROS mindkét jelatviteli Gt fontos eleme (7. tablazat). Az NO kioltd, cPTIO nincs
szignifikans hatassal a NaCl- és SA-indukalta sejthalal mértékére (7. tablazat). Az ET
prekurzor ACC egyiittes alkalmazasa a NaCl kezeléssel noveli a sejthalal mértekét a
paradicsom sejtekben, de az SA-indukalta sejthalalra nincs hatassal (7. tablazat). Az ET
szintézis gatldo AVG kis mértékben csokkenti a sejthalalt a sostressznek Kitett sejtekben. Az ET
receptor blokkold STS szintén csokkenti a sostressz indukalta PCD-t, viszont noveli az SA-
indukaltat (7. tablazat), ami jol korreldl a STS-indukalta ROS produkcioval az SA kezelés
esetén (34. abra). A MAPK blokkold PD98059 és a cisztein proteaz inhibitor E-64 is csokkenti
a NaCl- és SA-indukalta sejthalal mértékét (7. tablazat).
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7.tablazat

Specifikus gatloszerek hatdsa a sejthalal mértékére 6 6ras 250 mM NaCl és 10° M SA kezelést kovetden
Specifikus gatloszerek

Kezelések + + + + + + + + + + +
10uM  10pM 200U 100U 10mM  200pM  10pM  10uM  20uM 0.1uM 1uM
EGTA W-7 SOD KAT DPI cPTIO ACC AVG STS PD98059  E-64

250 M 802 710 677 586 521 630 774 893 647 675 728 681
Y100 442 +30 +10  +17  +20 +25 +48 +30  +10  +10
NacCl 3,9 * * Kk Kk Kk ns * * * * *
Sejthalil
*) 233

33,8 370 215+ 301+ 15,0 43,7 45,6 451 55,6 30,3 29,7

103 M + = z
+1,0 +21 14 1,0 +1,0 +1,0 +3,6 +1,0 +1,0 +2,7 +1,3
SA 2V3 *% * *kk *%k *kk nS nS nS e *k *%k

Specifikus gatloszerek hatasa a sejthalal mértékére (%) 6 6ras a 250 mM NacCl és 10 M szalicilsav (SA) kezelést
kovet6en paradicsom sejtszuszpenzioban. A felhasznalt gatloszerek: 10 uM etilén-glikol-tetraecetsav (EGTA), 10
UM N-(6-aminohexil)-5-klor-1-naftilszulfonamid hidroklorid (W-7), 200 U szuperoxid-dizmutaz, 100 U katalaz
(KAT), 10 mM difenilén-jodonium klorid (DPI), 200 uM 2-(4-karboxifenil)-4,4,5,5-tetrametilimidazolin-1-oxil-3-
oxid (cPTIO), 10 uM 1-aminociklopropan-1-karbonsav (ACC), 10 uM aminoetoxivinilglicin (AVG), 20 uM
eziisttioszulfat (STS), 0,1 puM 2-(2-amino-3-metoxifenil)-4H-1-benzopiran-4-one (PD98059), 1 uM transz-
epoxiszukcinil-L-leucilamido(4-guanidino)butan (E-64). (Atlag+SE, n=3). A *-gal jelolt kezelt mintik a
kezeletlen kontrolltol P<0,05 (*), 0,01 (**) vagy 0,001 (***) valdsziniiségi szinteken szignifikansan kiilonb6znek
(ns: nem szignifikans).
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6. Eredmények értékelése

6.1. A sejthaldal indukcioja és a fotoszintetikus hatékonysdg megvdltozdsa a

paradicsom novényekben

Munkdénk soran célul tiiztik ki, hogy megvizsgaljuk, milyen kiilonbségek figyelheték meg a
toleralhat6 sostressz, a sostressz akklimatizaciot javitd, szubletalis SA koncentracioval torténd
kezelés hatasa, valamint a magasabb, letdlis SA koncentraciok ¢€s a letalis NaCl koncentraciok
programozott sejthalalt indukalo folyamatai kozott.

Munkacsoportunk korabbi munkdibdl ismert volt, hogy az abiotikus sdstressz
akklimatizaciot javitdo SA kezelések hatékonyabba teszik a fotoszintézist (Szepesi 2009; Gémes
2011). Ezért els6ként megvizsgaltuk, hogy a kiilonb6zd koncentracidkban alkalmazott
kezelések hogyan hatnak a novények fotoszintetikus aktivitasara és a klorofill a fluoreszcencia
indukcios paraméterekre, tovabba a kezelések hozzajarulhatnak-e a fotoszintézis gatlasan
keresztiil a PCD indukcidjahoz?

Az irodalombdl ismert, hogy a NaCl és a SA hatasara keletkezd reaktiv oxigénformak
egymasba alakulva sulyosan kérositjdk a sejtmembranokat, fehérjéket, lipideket (Miller és
mtsai. 2010; De Pinto és mtsai. 2012). Kisérleteink soran megmértiik, hogy az altalunk
alkalmazott NaCl ¢és SA koncentraciok hogyan befolyasoljdk a levelekben a reaktiv
oxigénformak koziil a HyO, mennyiségét fényben és sotétben. A H,O; tartalom szignifikansan
megnd a hat oras 103-102 M SA- és a 250 mM NaCl-kezelt novények levelében a fényen, mig
sotétben ebben az idOpontban nem kiilonbozik szignifikansan egyik koncentracional sem a
kontrollhoz képest, bar az SA a katalaz gatlasan keresztiil kozvetlenil is hathat a H,O;
termel6édésére (Horvath és mtsai. 2002). Az SA a gyokércsucsokban is emeli a ROS
produkciot. A H,O, tartalom megndvekedése a fényen kezelt novények esetében a 250 mM
NaCl és 102-10° M SA hatasara onmagaban is okozhatjék a szovetek pusztuldsat, kiilondsen a
0, feldisulasa (Asada 2006), aminek a koncentracioja a 10° M SA hatasara jelentésen
emelkedett az érkozi foltok kialakuldsakor. A fényen torténd NaCl és SA kezelés hatasara
megemelkedd szoveti H,O, a sotétben mértekhez képest bizonyithatja, hogy a kezelt
novényekben a fotoszintézis bekapcsolodasa fokozza a sejtek és szovetek pusztuldsat okozo
H,0, mennyiségét, és ezaltal a PCD indukcidjat is (Doyle és mtsai. 2010; Sierla és mtsai.

2013). A kapott eredmények azt is megerdsitik, hogy nemcsak az SA bioszintézis, hanem az
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SA hatasa is a fény altal szabalyozott, ami dontéen befolyasolja a névények védekezését és a
HR-t (Genoud és mtsai. 2002; Zeier ¢s mtsai. 2004; Kangasjarvi és mtsai. 2012).

A kezelések hatasara keletkezé H,O; a levelekben indukalja a sztomazarast (Acharya és
Assmann 2009). Az alkalmazott SA és NaCl koncentraciok mar 6 ora alatt is szignifikdnsan
csokkentették a sztomakonduktanciat a levelek abaxialis oldalan, ami kiilondsen jelentds volt a
102 és 102 M SA-, valamint a 100 és 250 mM NaCl-kezelt novények esetén. A vizkulturdban
nevelt névények tapoldatdhoz adott SA a gyokérsejtekben membrandepolarizaciot okozott, ami
az aktiv transzport, igy a K* felvétel gatlodasahoz, és ezaltal a vizpotencial csokkenéséhez
vezet egy oras inkubacid utan (Szepesi és mtsai. 2009). Az SA-kezelt névények a vizhaztartas
homeosztazisanak védelme érdekében a sztomaikat bezarjak. Hasonloképpen torténik az SA
allelopatikus hatdsanak érvényesiilése is a kompeticiés novényi kapcsolatokban (Hayat ¢€s
mtsai. 2010). Ismert a NaCl kezelés hatasara iS a vizhaztartds egyenstlyanak megérzése
érdekében kialakuld sztomazaras és a fotoszintézis aktivitasanak csokkenése (Garcia-Sanchez
¢s mtsai. 2002).

A sztdbmakonduktancia értékének csokkenése korrelacioban van a sztdmazarddas
mértékével. A kezelések hatasara az intakt novényekben zarddnak a sztomak, ami a CO,
NaCl- és SA kezelést kovetden a mért sztomakonduktancia csokkenésének megfeleléen alakult
a CO; asszimilacié (A), mind a CO, koncentracio (Cy), mind pedig a fényintenzitas (PPFD)
fiiggvényében, azaz a letalis 102-10° M SA és 250 mM NaCl koncentracioknal dramaian
csOkken mindketté Amax-, a karboxilacids hatékonysag- (CE) és kvantumhasznositas (Q) értéke,
ugyanakkor a CO, kompenzacioés pont (Ccp) értékei eltolodnak a kontrollhoz képest. A
fotoszintézis egyik fo limitald tényezdjének, a CO; felvételnek, a sztdmazarodas miatti gatldsa
kovetkeztében a késdbbiekben ezeknek a novényeknek a ndvekedése és biomassza produkcidja
csokken és novények elpusztultak. A fotoszintézis gatlasa és a kezelések letalitasa kozotti
kapcsolatot az SA esetében a t¢émaban megjelent tanulmanyaink fogalmaztak meg eldszor.

A fotoszintézis hatékonysagat azonban nemcsak a sztomak nyitottsdga vagy zartsaga
szabalyozza. Kisérleteink soran megvizsgaltuk, hogy a hat 6ras exogén SA- és NaCl kezelések
milyen hatdssal vannak magara a fotoszintetikus apparatusra, amit jol demonstral a klorofill a
fluoreszcencia indukcios paraméterek mérésén alapuldo modszer (Gudth és mtsai. 2009). A PSII
reakcidcentrumok maximalis kvantumhasznositasa, azaz a reakciocentrumok altal begytijtott

Osszes fényenergia fotoszintézisre fordithatdé részét leir6 Fv/Fm érték a letdlis 102 M

crer

crer
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novények fotoszintézisének karosodasat. Az effektiv kvantumhasznositas (Yield), a fotokémiai
kioltas (qP), valamint a relativ fotoszintetikus elektron transzport maximuma (Rel. ETRmax)
azonban a letlis 10” M SA kezelésen kiviil a 10° M SA és a letdlis 250 mM NaCl kezelés
hatasara is szignifikdnsan csokkent a kontrollhoz képest. A hddisszipacid mértéke (NPQ)
ugyanezen kezelések hatdsara szignifikdnsan megemelkedett a kontrollhoz viszonyitva. A
gatoljak tobbek kozott a fotoszintetikus elektron transzportot, ami hozzdjarulhat a ROS
produkcidjahoz (Janda és mtsai. 2012), igy a PCD indukcidjahoz a levélben.

A fotoszintézis hatékonysdga szorosan kapcsolodik a fotoszintézisben résztvevo
pigmentek mennyiségével is, melyek lebomldsa atmeneti adaptiv vélasz lehet az oxidativ
stresszel szemben (De Pinto és mtsai. 2012). Megvizsgaltuk a levelek klorofill a+b és
karotinoid tartalméat, melyekre azonban a kezelések a 6. 6raban még nem voltak szignifikans
hatéssal, és amelyek csak a 24. 6ras kezeléseket kdvetden valtoznak meg (Gémes 2011). Wu és
mtsai. (2010) is csak 2 napos sostressz hatdsara kaptak szignifikdns klorofill tartalom
csokkenést paradicsomban. Ennek részben az oka az, hogy a keletkezd szabadgyokok
rovidtavon elsésorban a PSII reakciocentrumat degradaljak, és ez csak késobb terjed ki a
fénybegylijté komplexekben 1évd pigmentekre.

Kisérleteink soran megvizsgaltuk a fotoszintézis termékeinek, az dsszcukor tartalomnak
a valtozasat is. Egyediil a NaCl kezelések hatdsara nétt meg szignifikdnsan az Gsszcukor
tartalom a kontrollhoz képest a levelekben és a gyokerekben, ami a sétolerans paradicsom
genotipusok egyik jellegzetes valasza is. A fénygorbéknél kapott Rd értékek is azt mutatjak,
hogy a levelekben a soOstressz csokkenti a sotétlégzést, ami szénhidrat megdrz6 hatéassal jarhat.
Ezeknél a koncentracioknal a cukrok akkumulacioja, mint kompatibilis ozmotikumok
felhalmozddasa, fontos szereppel birhat a ndvények sostressz akklimatizaciojaban a 100 mM
NaCl koncentraciondl (Ghasempour és mtsai. 1998), ugyanakkor a magas cukorakkumulacid

szeneszcenciat 1déz eld a levelekben (Love €s mtsai. 2008).

6.2. A szalicilsav  hatisa a  sgtomamiikédésre  paradicsomlevél

epidermisznyuzaton

Mivel a fotoszintetikus aktivitas fontos szerepet jatszik az ozmotikus adaptacidban, hianyaban a

novények érzékenyebbé valnak az ozmotikus stresszre, igy a sostresszre is. A fotoszintetikus
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limitdlhatja a CO, fixaciot. Kisérleteink sordn megvizsgaltuk, hogy hogyan hat az SA a
sztomamiikodésre valamint az egyedi zardsejtek fotoszintetikus aktivitdsdra kozvetleniil,
epidermisz nyuzatokon. Megvizsgaltuk, hogy milyen jelatviteli komponensek vesznek részt az
SA-indukalt sztdbmazarddasban, kiilonos tekintettel a ROS (H,0,) és az NO szerepére. Az
irodalomban ugyanis még nem tisztazott teljesen, hogy az SA milyen mechanizmussal hat a
sztomak miikodésére (Acharya és Assmann 2009). Bizonyitast nyert, hogy a HoO, (Zhang és
mtsai. 2001) és az NO (Apparao Kolla és Raghavendra 2007; Khokon és mtsai. 2011) az SA
jelatvitelének komponense (Acharya és Assmann 2009), de arrdl nincs adat, hogy e kettd
koncentraciok hatasara a zarosejtekben, és ez hogyan modositja a 1égrés nagysagat. Nincs
irodalmi adat az SA zéarosejtek fotoszintézisére gyakorolt hatdsarél sem, valamint nem ismert,
hogy a zarosejtek fotoszintézisében bekovetkezd valtozasok kapcsolatban vannak-e a sztomak
zarddasaval.

Az abaxidlis paradicsomlevél epidermisznyuzaton mar az SA kezelést kovetd 5 percen
beliil szignifikansan megnétt a ROS produkcio a zardsejtekben. Ezzel szemben az NO szint
csak az SA kezelést kovetd 15. perc utdn emelkedett meg szignifikansan. A ROS és NO szintek
fokozatosan emelkedtek a zarosejtekben a 30. percig a 107 és 10° M SA kezelés hataséra,
mellyel parhuzamosan a sztomak zarasa volt megfigyelhet6 az id6 fiiggvényében. Epidermisz
nylzaton, az intakt ndvényekkel ellentétben a 10 M SA hataséra a kezelést kovetd 30. perctdl
csokkent a zarosejtek ROS és NO produkciodja, amivel parhuzamosan a sztomak nyitédasa volt
megfigyelhetd. Ezekben a sejtekben, kiilondsen az NO produkcido sokkal kisebb volt a
kontrollhoz képest, ami megerdsiti azt, hogy az NO kulcsszereppel bir a sztdmazarasban,
hianya pedig sztdmanyitodast eredményez. Ez kiilondsen fontos lehet a patogénfertozések alatt,
ahol is a zarosejtek NO szintézise és akkumulacioja lokalisan gatlodhat a patogénektdl
szarmazo6 molekulak hatasara (Melotto €s mtsai. 2006).

Az SA éltal indukalt ROS és NO szerepét a sztomamozgasra kiillonboz6 specifikus
gatloszerekkel tanulmanyoztuk. A kalcium kelator EGTA megakadalyozta az SA indukalta
sztdmazarast és novelte a sztomaapertirak méretét, megerdsitve, hogy a [Ca2+cyt] esszencialis
komponense az SA indukalta sztdbmazarasnak a paradicsom epidermisznyuzaton. Azonban a
10" M SA indukalta sztomanyitodisban a [Ca*'o]-nak nincs szerepe. Kawano (2003)
bizonyitotta, hogy az SA indukélta O," produkcié mellett Ca®" influx figyelhetd meg a PM-en
keresztiill a citoszolba és ennek a hatasiara a [Ca2+cyt] szint emelkedik a dohany
sejtszuszpenzidoban. Mori és mtsai. (2001) szintén O,  produkciot figyeltek meg 16bab

epidermisznyuzat zardsejtjeiben az SA kezelést kovetden. A H,0O, és NO kioltasa ill. gatlasa a
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SOD, KAT, DPI valamint cPTIO SA melletti egyidejii alkalmazasaval csokkentette az SA
indukalta sztomazarast, megerdsitve ezzel, hogy a H,O, és NO fontos komponense az SA
indukalta sztomazarasnak és e kettd komponens egyensulya megszabja a 1égrés méretének
szabalyozasat az SA hatasara. Az a megfigyelés, hogy epidermisz nyuzatokon van olyan SA
koncentracio (10'4 M), ami sztomanyitodast okoz, j eredmény. Bizonyitottuk tovabba azt,
hogy ez a 10 M-os SA koncentraci6 nem emeli meg a zarésejtek ROS (H0;) és NO
produkciojat a kontrollhoz képest.

Az SA hatasa nagy jelent0séggel bir az intakt ndvények levelének fotoszintézisére is
(Hayat és mtsai. 2010), azonban az SA kozvetlen hatasa a zarosejtek fotoszintézisére egyaltalan
nem ismert még, mely fontos eleme lehet a sztdémamiikddés szabalyozasanak kiilonbozo, a
fotoszintézisre is hatd stresszor esetén. A sztomakon torténd gazcsere kritikus szerepet jatszik a
fotoszintetikus aktivitas és a transzspiracio szabalyozasaban a novények novekedése és
fejlédése soran. Az irodalomban leirtaknak megfeleléen azt kaptuk, hogy az alkalmazott SA
koncentraciok mar rovid idon belill a sztomdk zarasat és a sztomakonduktancia csokkenését
okoztak az intakt paradicsom novényekben (Manthe és mtsai. 1992; Lee 1998), azonban a
paradicsom epidermisz nyuzatokon az alacsony (107 M) és a magas (10 M) SA koncentracidk
okoztak sztomazarast. Ez egyuttal azt is jelzi, hogy a levél mezofillumbol szarmazo kémiai jel
(pl. ABS (Szepesi és mtsai. 2009)) vagy hidraulikus jel feliilirhatja az SA kozvetleniil a
zarésejtekre kifejtett hatasat. Bar az epidermisz nyuzatok zardsejtjeiben a sztomazaraskor
szerepelt a jelatvitelben a ROS és NO szint emelkedése, mindez ideig nem volt ismert az egyes
zarosejtek fotoszintézisének valtozasa az SA kezelések hatdsara.

Er6s korrelacio van a kiilonb6z6 kérnyezeti hatas sordn bekdvetkezd fotoszintézis- és a
sztomakonduktancia valtozas kozott (Hetherington és Woodward 2003; Shen és mtsai. 2010),
ami kapcsolatot feltételez a zardsejtek és a mezofillsejtek fotoszintetikus kapacitdsa kozott
(Wong ¢és mtsai. 1979). A sztomanyitodas harom olyan mechanizmustol fiigg, melyek
elsdsorban a reggeli gyors sztomanyitédasért felelosek, mig a zarosejtek kloroplasztiszaban a
keményité lebontdsdbdl szarmazd szachardz délutdn szabalyozza a sztdmamozgast (Lawson
2009). Egy masik lehetdség a zardsejteket koriilvevd mezofill sejtek fotoszintetikus
aktivitasabol szarmazo6 szénhidratok felhaszndldsa a turgor fenntartasdra délutan (Talbott és
Zeiger 1993). Mivel a szachar6z szdrmazhat mind a zéarosejtekbdl, mind pedig a mezofill
sejtekbdl, a zardsejtek fotoszintetikus aktivitdsanak meghatarozasa fontos informaciot adhat a

sejtekre gyakorolt SA kezelések hatasarol.
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A fotoszintézis hatékonysagat a reakciocentrumokban végbemend elsédleges fotokémiai
folyamatok szabalyozzak. Az ezeket a folyamatokat leird fluoreszcencia paraméterek
megbizhatd adatokat szolgaltatnak a fotoszintetikus aktivitds valtozasar6l (Genty és mtsai.
1989). Az intakt levelekben mértekhez hasonléan, az alkalmazott SA koncentraciok
fliggvényében valtoztak a fluoreszcencia paraméter értékek a paradicsom levél
epidermisznyuzatok zarosejtjeiben is. Az Fv/Fm, Yield és qP szignifikansan csokkent a 10° M
SA kezelés hatdsara a zarosejtekben, ami a PSII reakciocentrumok erdteljes gatlasara és a
zarosejtek magas ROS produkcidjara utal (Asada 2006). A Rel. ETR maximuma minden SA
koncentracio hatasara az alkalmazott koncentracid novekedésének fiiggvényében csokkent, az
illesztett gorbe meredeksége (o) szintén csokkent a 10%-10° M SA kezelések hatasara a
kontrollhoz képest. Ezek a mért adatok megerésitik, hogy a 10° M SA koncentracio igen
erdteljes hatassal van a zardsejtek fotoszintézisére, masrészt a csokkend Fv/Fm és Rel. ETR
paraméterek jelzik azt is, hogy az antioxidans rendszerek nem képesek gatolni a kezelés
hatasara bekdvetkez6 ROS produkciot a kloroplasztiszokban (Asada 2006). Az igy keletkezd
ROS pedig részt vehet a gyorsabb és erételjesebb sztomazarasban és a PSII reakcidcentrumok
karosodasaban, ami a PCD indukci6jat idézheti el6 kés6bb a zarosejtekben is. A 10 M-os SA
kozvetlen hatdsa a zarésejtek klorofill a fluoreszcencia indukcios paramétereire joval kisebb,
mint a 10° M-osé, tovabba nem valtoztatja meg az Fv/Fm, Yield, qP és NPQ értékeket.

Az alkalmazott alacsonyabb SA koncentracioknal a PSII reakciocentrumok karosodasa,
az Fv/Fm csokkenése nem volt szignifikans, viszont a Rel. ETRmax szignifikansan csokkent.
Kissé novekvé NPQ érték volt megfigyelhetd a 10* M SA kezelés hatasara a zarosejt
parokban. A magasabb NPQ érték magasabb zeaxantin tartalomra utalhat, ami hatasos
antioxidans és fluoreszcencia kioltd, valamint a kék fény indukalta sztomanyitodas receptora is
(Lawson 2009). Zhu ¢és mtsai. (1998b) erds korrelaciot mutattak ki a zardsejtek zeaxantin
koncentracidja és a sztomanyitodas kozott. Azon koriilmények kozott, mikor a H”
elektrokémiai gradiens a tilakoid membranon keresztiil nd, a zeaxantin akkumulalodik és
hozzdjarul a nem fotokémiai kioltashoz (Niyogi és mtsai. 2005). A kisérleteink soran
alkalmazott 10" M SA 4ltal okozott kismértékii (szignifikinsnak nem bizonyuld) NPQ
novekedés tehat utalhat a sztomanyitddashoz sziikséges zeaxantin mennyiség novekedésére.

Ezek az eredmények alapjan tehat a 10° M SA hatassal van a zarosejtek fotoszintetikus
folyamataira, amely fokozza a ROS produkcidt, csokkenti a zarosejtek szénhidrat produkciojat
€s sztomazarast idéz eld. Munkankkal ravilagitottunk arra, hogy a magas SA koncentracioknal

a sztomazarddashoz a zarosejtek fotoszintézisének SA altali gatlasa is hozzajarul.
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6.3. A sejthaldl indukcio fobb komponenseinek vizsgdlata a paradicsom

novényekben

Munkénk soran megvizsgaltuk, hogy milyen azonossagok illetve kiilonbségek figyelhetok meg
az SA és NaCl altal indukalt PCD folyamataiban, kiilonos tekintettel a sejtek életképességének
valtozasaban szerepet jatszo ET, a HyO; és egyéb ROS formék valamint az NO szerepére.
Megvizsgaltuk, hogy milyen mértékben expresszalodnak a kiilonb6zé kezelések hatasara a
,,proapoptotikus” hatasu (cisztein proteazok, metakaszpazok, vakuolaris processzald enzimek)
¢és az ,,antiapoptotikus” hatasu (Bax Inhibitor-1, PR) gének.

Az ET pozitiv regulatora a PCD-nek (De Jong és mtsai. 2002; Overmyer és mtsai. 2003;
Trobacher 2009). Munkank soran megvizsgaltuk az SA- és NaCl kezelések hatasat az intakt
novények ET produkcidjara. A kapott eredmények alapjan a letalis (10'3-10‘2 M) SA ¢és 250
mM NaCl kezelések csokkentették a gyokerek ET emissziojat, mig a szubletalis 100 mM NaCl
serkentette azt a hatodik 6raban. Cao és mtsai. (2007) bizonyitottak 100 mM NaCl kezeléssel
dohany novényekben, hogy az ET receptor homolog NTHK1 mutacié soérzékenységet okoz,
valamint megfigyelték azt is, hogy az ACC exogén alkalmazasa csokkentette a mutdnsok
soérzékenységét dohanyban. Lei és mtsai. (2011) megfigyelték azt is, hogy az EIN2 mutécio
szintén sdszenzitiv ndvényeket eredményezett. Ezek az adatok bizonyitjdk, hogy az ET
szerepet jatszhat a sotolerancia kialakitdsaban, hidnya pedig az intakt novények pusztulasat
okozhatja a soOstressz alatt. Az SA kezelések hatasara kapott eredmények megfelelnek az
irodalomban ismert SA hatasnak, miszerint az SA gatolja az ET bioszintézisét az ACC oxidaz
gatlasan keresztiil (Leslie és Romani 1986), ugyanakkor az ET produkcié csokkenése a kontroll
szint ala, a stresszel szembeni adaptacié lehetoségét csokkentheti. Az alacsonyabb ET szintek
ugyanis aktivaljak a stressz akklimatizacioban fontos antioxidans rendszereket, mig nagyon
magas koncentracioban az ET indukalja a PCD-t (Bajkan 2004).

Az ET produkci6 jelentds csokkenése a letalis hatasti kezelések esetén a gydkérben
figyelhet6 meg, ezért fluoreszcens festékek segitségével megvizsgaltuk a gyokércsicsokban
bekovetkezd ROS és NO produkcio és az életképesség valtozasat. A gyokércsucsban torténd
valtozasok azért is birnak kitiintetett szereppel a novények életében, mert tobbek kozott a
fejlodésiiket és novekedésiiket meghatarozé auxin és citokininek bioszintézisének egyik helye a
gyokércstcs (Petersson és mtsai. 2009, Ghanem és mtsai. 2011). A levelekben mért H,0,
produkcidja is szignifikansan megemelkedett a kontrollhoz képest. A NaCl kezelések szintén

noveltek a gyokércsucsok ROS produkciojat. A kezelések hatdsara megemelkedd ROS
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produkcié a koncentraciotél és az i1dotdl fiiggden befolyasolja a sejtekben végbemend
valtozasokat. Kis koncentracioban beindithatja a sejtek antioxidans védelmi mechanizmusat és
ezzel segiti azok tulélését, mig nagy koncentracioban a sejtalkotok karositasan keresztiil a
sejtek, végiil a novényi egyedek pusztulasat okozza (De Pinto és mtsai. 2012). A SA Kkis
védelmi kapacitasat, ami a sikeres tolerancia kialakitasanak feltétele lehet abiotikus (pl. NaCl)
stresszel szemben is (Horvath és mtsai. 2007). Nagy koncentracioban azonban az SA-generalta
ROS a sejtek halalat okozza (Hayat és mtsai. 2010). A NaCl hatasara keletkez6 ROS-rol
hasonl¢ allapithatd meg, kis koncentracioban az antioxidans védelmi rendszer aktivalédasanak
kdszonhetden a sejtek tulélnek, mig a nagy koncentracid hatdséara elpusztulnak (Sun és mtsai.
2010; Wang ¢és mtsai. 2010a). A ROS mellett kitiintetett szereppel bir az életképesség
befolyasolasara a kezelések hatasara keletkez6 NO. Az NO produkcio csak a 102-10% M SA ¢és
a 100 mM ¢és 250 mM NaCl kezelések hatdsara emelkedett meg szignifikansan a kontrollhoz
képest a paradicsomndvények gyokércsucsaiban. Az irodalombdl ismert, hogy az SA
(Delledonne és mtsai. 1998; Zottini és mtsai. 2007) és a NaCl is (Wang és mtsai. 2009) NO
szintézist general a koncentraciotol fiiggéen. A kezelések soran keletkezd ROS ¢és NO
produkcio azonban egyiittesen, és egymasra hatva is befolyasolhatja a novényi sejtek sorsat
(Gémes és mtsai. 2011). Az NO a szuperoxid gydkanionnal reagalva peroxinitrit keletkezését
eredményezi, ami egészen masféle reakcidban vesz részt, masféle jelatviteli folyamatokat
indukal és modosit, mint a kiindulasi vegytilet (Delledonne és mtsai. 2001). A ROS és NO
szintjének egyidejii fokozodasa a sejtek vitalitdsanak csokkenését okozhatjdk (Gémes 2011). A
kapott eredményeink ezzel Osszhangban jo6l mutatjak, hogy ahol a kezelések hatasara
bekovetkezd ROS €és NO produkcié a kontrollhoz képest szignifikansabban magasabb volt, a
hatodik ordra a ndvények gyokércsiicsaban szignifikansan lecsokkent az életképesség, ami
kiilondsen igaz a 102 M SA és 250 mM NaCl-dal kezelt novényekre. A 10° M SA kezelés
hatasara ugyan fokozddik a ROS és NO produkcid, de ebben az idépontban a gyokércsucsok
még nem mutatnak életképesség csokkenést, ami hosszabb 1d6 utdn mar detektalhatd (Gémes
¢s mtsai. 2011).

hatasara, a PCD indukcidjdban szerepet jatsz6, az irodalom alapjan internetes adatbazisokbol
(NCBI, Sol Genomics Network) kivalasztott markergének expresszidjat a kezeléseket kovetd
hatodik 6raban. A patogenezissel kapcsolatos gén, az SA jelatvitel bekapcsoltsagat igazolo
SIPR1 expresszidja nétt a 10°-102 M SA- és a 250 mM NaCl-kezelt nvények levelében,
valamint a 100 mM NaCl-kezelt novények gyokerében. A SIPR1 gén nemcsak az SA-kezelt
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novények esetében indukalddik, hanem a NaCl-kezelt novényekben is, ugyanis a NaCl kezelés
hatasara az intracellularis SA koncentracié megndhet (Molina és mtsai. 2002). A PR gének és
fehérjék kulcsszerepet jatszanak a patogénekkel szembeni védekezésben és a szisztematikusan
szerzett rezisztencia, a SAR kialakitasaban (Van Loon és Van Strien 1999). Lu és mtsai. (2013)
bizonyitottdk, hogy a PR1 gén human kaszpazszerii doménnal rendelkezik ¢és igy

szabalyozhatja a PCD-t is a novényekben. Az SIPR1 expresszidoja kiilonosen a letalis

cyey

e

a szervekben védekezési mechanizmusok kapcsolnak be.

Az SIPR1 génexpresszios valtozasokhoz hasonléan, az SIBI1 expresszidja a letalis
koncentracioknak kitett névények levelében nétt meg, mig a 102 M SA és 250 mM NaCl
kezelés hatasara lecsokkent a gyokérben. A BIl-1 egy evolicidosan konzervalt sejthaldl
szupresszor fehérje, amit tobb abiotikus stressz is indukal, és kulcsszereppel bir az ER-Stressz
indukalta PCD kivédésében (Watanebe és Lam 2009; Ishikawa és mtsai. 2011). Kawai-Yamada
¢s mtsai. (2004) bizonyitottak, hogy az AtBI-1 felillexpresszalasa csokkentette a H,O, és SA
okozta sejthalal mértékét. A kapott eredményeink alapjan feltételezhetd, hogy az SIBI1
ndvények gyokerében szerepet jatszhat ezeknél a kezeléseknél a PCD indukcidjaban, ami azért
is fontos, mert kisérleti rendszeriinkben a stresszhatas elsddleges timadaspontja a gyokeér.

Az SIBI1-hez hasonléan a SIMAP3K & expresszidja a 10°-10% M SA- és a NaCl-kezelt
névények levelében, valamint a 102 M SA- és 100 mM NaCl-dal kezelt novények gydkerében
emelkedett meg a kontrollhoz képest. A MAPK-ok fontos szerepet toltenek be a kiilonb6zd
stresszorok altal kivaltott védekezés és sejthalal szabalyozasaban is (Zhang és Klessing 2001).
Del Pozo és mtsai. (2004) bizonyitottak, hogy a MAP3Ka a Pseudomonas syringae altal
eléidézett HR fontos eleme, a sejthalal pozitiv regulatora, de megfeleléen alacsony H;0»
koncentracioknal ugyanaz a kindz a H,0O, altal szabalyozott génexpresszid kozvetitdje, ami a
védekezési géneket is indukélhatja (Colcombet ¢és Hirt 2008).

Eredményeink alapjdn a cisztein protedzok koziil a papain-szerli cisztein protedzok
alcsaladjaba tartozo SICYP1 expresszioja a szubletalis SA kezelések hatasara csokkent, mig a
letalis SA és NaCl kezelések hatasara nem valtozott a gyokérben a kontrollhoz képest. A
levélben azonban a letalis 102 M SA és a NaCl kezelés hatéséara nétt az expresszid mértéke a
kontrollhoz képest. A papain az elsd cisztein protedz volt, amit felfedeztek a ndvényekben, és
ami hosszu 1d6n keresztiil modellként szolgalt a cisztein protedzok miikodésének megértéséhez

(Schaller 2004). A CIA alcsaladba tartozo, papain-szerli cisztein proteazok fontos szerepet
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jatszanak a fehérje degradacidban, a nitrogén mobilizacidban és a szeneszcenciaban (Trobacher
¢és mtsai. 2006; Roberts és mtsai. 2012). Az SICYP1 szerepét eddig csak a szarazsag stressz
hatéséra irtdk le (Harrak és mtsai. 2001), miikddése ismeretlen a sostressz- és a SA-indukalta
¢lettani folyamatokban. Shindo és mtsai. (2012) azonban az SICYPL ortologjaként a ladfi
RD21 cisztein proteazat azonositjak, aminek fontos szerepe van a ndvények immunitasaban a
nekrotrof patogénekkel szemben. A cisztein protedzok mellett a cisztein protedz inhibitorok
expresszioja €s aktivitdsa is szabalyozza a protedzaktivitast (Singh és mtsai. 2011). Az ET
egyik hatdsa éppen a papain-szerli cisztein protedz inhibitorok represszidja, ami lehetdvé teszi
az Oregedéssel kapcsolatos cisztein protedzok aktivitasanak fokozodasat (Sugawara és mtsai.
2002). Ily modon a gyokerek alacsony etilénprodukcidja védelmet jelenthet a proteolizis
aktivalodasaval szemben.

A papain-szer( cisztein proteazok mellett kitiintetett szerepiik van a legumainok ko6zé

crer

crer

cisztein proteaz alcsalad (Hatsugai és mtsai. 2004; Hara-Nishimura ¢s mtsai. 2005; Woltering
2010). A VPE-k szamos stressz hatasara indukalodnak és szabalyozzak a PCD-t (Roberts és
mtsai. 2012). Az SIVPE1 expresszioja a letalis 102 M SA- és a 100 mM NaCl-kezelt névények
levelében szignifikdnsan nd, mig a letalis SA és NaCl kezelések hatasara a gyokérben
szignifikansan csokken a kontrollhoz képest a paradicsom novényekben, igy ennek az
enzimcsoportnak a levél proteolizisében lehet szerepe. A hat 6ras inkubacioé utan ezt a valtozast
fehérje szinten még nem tudtuk detektalni.

A harmadik cisztein proteaz alcsalad a metakaszpazok (C14) alcsaladja, ami strukturalis
hasonldsagot mutat az allati kaszpdzokkal, de szubsztratspecifitasuk eltér (Woltering 2010).
Ludfiiben kilenc gént kiilonboztethetiink meg, amit két csoportba sorolnak (AtMCI és
AtMC2). Ezek antagonisztikusan szabalyozzak a sejthalalt (Coll és mtsai. 2011; Tsiatsiani és
mtsai. 2011). Kato és mtsai. (2012) az SIMCA1-et az S-nitrozilalhato fehérjék kozé soroljak,
azaz az intracellularis NO szintvaltozas moddosithatja a fehérje funkcigjat. A kapott
eredményeink alapjan a metakaszpazok koziil az SIMCAL expresszidja a 107-102 SA- és a 250
mM NaCl kezelések hatasara csokkent a gyokérben, mig a 10? M SA hataséra nétt a kezelt
levelekben a kontrollhoz képest. Ez az irodalomban az elsd olyan adat, amely szerint az SA
megemeli az SIMCAL expresszidjat és bizonyitja kifejez0désének szervfiiggdségét a kezelés
hatasara; Hoeberichts és mtsai. (2003) ugyanis ludfii sejtszuszpenzioban ennek az ellenkezdjét

tapasztaltik 10° M SA kezelés hatasara.
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6.4. A sejthaldl termindcioja a paradicsom névényekben

Munkénk soran célul tiiztiik ki, hogy megvizsgaljuk, milyen valtozasok torténnek a sejthalal
terminacios fazisaban, kiilonos tekintettel az ionhomeosztazisra és a protedzok, koztik a
cisztein proteazok aktivitasara. Emellett megvizsgaljuk, hogy az alkalmazott kezelések hatasara
indukélodott PCD terminécios szakaszaban megtorténik-e a DNS fragmentalddasa.

Kisérleteink soran a 24 oras letalis koncentracioji 102 M SA és 250 mM NaCl
kezelések hatasara mind a levelek, mind a gyokerek fehérjetartalma szignifikansan lecsokkent a
kontrollhoz képest. A 102 M SA és 100 mM NaCl kezelések szintén csokkentették a gyokerek
fehérjetartalmat a kontrollhoz képest. Ez a csokkenés a kétféle kezelésnél nem feltétlen azonos
okokra vezethetd vissza. A citoplazméaba belépd Na® 4tmenetileg modosithatja a primer
anyagcsere legtobb folyamatanak enzimatikus 1épéseit (Parida és Das 2005). A kapott
eredmények alapjan megallapithatd, hogy a gyokérkezelések kovetkeztében a ndvények
fehérjetartalmaban szignifikans csokkenés elsdként a gyokerekben kovetkezik be. A gyokerek
karosodasa tobbek kozott a tapanyagfelvétel, az auxinok és citokininek bioszintézise miatt az
egész ndvény tovabbi sorsat determindlja (Marschner 2012). A fehérjetartalom csdkkenése a
szeneszcencia egyik fontos lépése, amit mind a sostresz, mind pedig a SA indukalhat
(Krupinska és Humbeck 2008; Love és mtsai. 2008; Noodén 2004). A fehérjetartalom
csokkenésével parhuzamosan megnétt a letalis, 102 M SA és 250 mM NaCl kezelések hatéséara
a paradicsomndvények levelében és gyokerében a 24 6ras mintakban a proteazaktivitas is a
kontrollhoz képest. Az azokazein szubsztrattal mért proteazaktivitas egyik modszere az
Osszproteazaktivitas meghatarozasanak, pl. szarazsagstressz (Grudkowska és Zagdanska 2010)
vagy szeneszcencia esetében (Rossano ¢és mtsai. 2011). Az egyedi enzimek
proteazaktivitasanak meghatarozasat azonban a zselatin-SDS-PAGE teszi lehetové (Rossano és
mtsai. 2011). Az eredményeink alapjan megallapithato, hogy az altalunk alkalmazott SA és
NaCl hatasara a koncentracio fiiggvényében nétt a protedzaktivitds a 24 6ras inkubacid utan a
gyokerekben. Ezzel szemben a levelekben nem mutathatd ki valtozas zselatin-SDS-PAGE
segitségével, amiben szerepet jatszhatnak az itt jelenlevd protedz inhibitorok, pl. a cisztatin,
masrészt az, hogy a levelekben ebben az iddpontban mérhetd protedz aktivitds joval kisebb
(Yamada és mtsai. 2001; Benchabane és mtsai. 2010). A gydkerekben specifikus cisztein
proteaz blokkolo (E-64) (Rossano és mtsai. 2011) segitségével kimutathaté, hogy az

alkalmazott kezelések hatasara valoban megné a 180 kDa és 47 kDa tomegli cisztein proteazok
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aktivitdsa a 24. oOrdban. Megallapithatd tehat, hogy PCD indukcidja sordn a folyamat
kulcsgénjeinek expresszigjat kovetden a terminacids szakaszban fehérje szinten is dontd
valtozasok torténnek, és emelkedni kezd a fehérjék lebontdsdban szerepet jatszo cisztein
proteaz aktivitas. JelentGs cisztein proteaz aktivalddas azonban csak 24 6ra mulva kovetkezik
be. A gyGkerekben aktivitast mutato ciszteinproteaz izoenzimek specifikus gatloval részlegesen
blokkolhatoak, igy bizonyithat szerepiik az 6ssz-protedz aktivitds kialakulasdban is.

A kapott eredményeink alapjan a proteazaktivitdssal parhuzamosan az
ionhomeosztazisban is jelentds valtozasok torténnek az alkalmazott SA- és NaCl kezelések
100 mM ill. 250 mM NaCl kezelések hatasara szignifikansan lecsokkent a gyokerek, valamint
ugyanezen és az ugyancsak letalis 10° M SA kezelések hatasara a levelek kaliumtartalma a
kontrollhoz képest. Ezzel szemben a 10* M SA-kezelt novények levelében és gydkerében
szignifikansan noétt a kaliumtartalom. A natriumtartalom egyediil a NaCl kezelések hatasara
nétt a levelekben és a gyokerekben az alkalmazott koncentraciok fiiggvényében. Shabala
(2009) alapjan feltételezhetd, hogy az intracellularis kaliumkoncentracié csokkenése
indukalhatja a cisztein protedzokat és ezaltal a PCD-t. A 10* M SA hatasara bekovetkezé
kaliumfelvétel igazolhatja az SA koncentraciotol figgd jelentds hatasbeli kiilonbségét is
(Szepesi 2009; Gémes 2011). A kalciumtartalom az SA kezelések hatasara a koncentracio
fliggvényében nétt; szignifikinsan a 102 M SA-kezelt novények gydkerében magasabb a
kontrollhoz képest. A kalcium fontos masodlagos jelatvivd szereppel bir a sejtekben (Harper és
mtsai. 2004). De Jong és mtsai. (2002), valamint Yakimova és mtsai. (2008) bizonyitottak,
hogy a kalcium influx blokkoldsa révén a sejthalal mértéke csokkentheté paradicsom
sejtszuszpenzidoban. Hasonld eredményeket kaptunk a sejtszuszpenzidban az SA é€s sostressz
hatasara indukalodd PCD vizsgélatakor is. A magnéziumtartalom egyediil a 250 mM NaCl
kezelés hatasara csokken a szignifikdnsan a kontrollhoz képest. A magnézium tobbek kozott a
klorofill molekula kozponti atomjat alkotja, melynek csokkenése a szeneszcencia masik fontos
eleme a fehérjetartalom csokkenése mellett (Buchanan és mtsai. 2000; Quirino és mtsai. 2000;
Noodén 2004). A tobbnapos soOstressz hatasara a klorofilltartalom csokkenésének
kovetkeztében a levelek sarguldsa, valamint a fotoszintetikus hatékonysaganak csokkenése
figyelhetd meg (Juan ¢€s mtsai. 2005; Martinez-Ballesta 2004), ami az Aaltalunk vizsgalt
id6intervallumban még nem alakult ki.

A kapott eredmények alapjan a levelek és a gyokerek életképessége az alkalmazott 250
mM NaCl és 103-102 M SA koncentraciok hatésara szignifikansan lecsokkent a kontrollhoz
képest a 24. orara. A 102 M SA és a 250 mM NaCl kezelés hatasara a gydkerek elektrolit
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kieresztése csaknem elérte a 100%-ot, ahol ezen kezelések hatasara a DNS fragmentacidja is
kimutathat6 volt a gydkerekben, bebizonyitva, hogy a 10° M SA és a 250 mM NaCl gyors
PCD-t okoz a novények gyokereiben 24 6ran beliil. A DNS feldaraboldédasa ugyanis a PCD
utolsd 1épése, amikor az Orokitdanyag végérvényesen elveszti funkcidjat és a sejtek a
visszafordithatatlan karosodas miatt elpusztulnak (Lam 2004). A 10° M SA kezelés hatasara
indukalodott PCD lasstubb folyamat a 102 M SA kezeléssel szemben, mely tobb, mint 48 6ra
utan okozza a névények halalat (Gémes 2011). A szubletalis 10 M SA kezelés viszont ndveli

a ndvények stresszrezisztencidjat, a masodlagos sostresszel szemben (Szepesi 2009).

6.5. A sejthalal indukciojanak és jelatviteli komponenseinek vizsgdlata

paradicsom sejtszuszpenzioban

A PCD-t indukalo jelatviteli utvonalak vizsgalatdhoz paradicsomndvényekbdl elébb kallusz
tenyészetet, majd sejtszuszpenziot készitettiink. Ezutdn meghataroztuk a NaCl- és SA-indukalta
PCD kozos (ROS, NO, K* efflux) és eltéré (etilén) elemeit.

A sejtek frisstomeg (FT) gyarapodasa az id6 fliggvényében szigmoid gorbe szerint
alakult. Osszehasonlitva a két kiilsnb6z6 koncentracioju NaCl (100 és 300 mM) és SA (10™ és
10 M) hatasat a sejtek FT gyarapodasara a sejtszuszpenzidban, hasonlé valtozast okoztak a
sejtkultiira novekedésére: az alkalmazott NaCl- és SA kezelések a koncentracid fliggvényében
csokkentették azt. A letalis 300 mM NaCl és a 10° M SA kezelések hatasara azonban mar a 2.
ill a 4. nap elteltével jelentésen csokkent az FT a kontrollhoz képest (Papp 2010). A
szupraoptimalis NaCl koncentraciok ozmotikus-, ionikus- és oxidativ stresszt okoznak (Shabala
2009), ami a turgor vesztéséhez és az FT csokkenéséhez vezet. A turgor csokkenését tobbek
kozott a kaliumnak a sejtekbdl torténd kidramldsa okozza, ami a sejtek citoplazméjaban az
ionhomeosztazis zavarat okozhatja (Speer ¢és Kaiser 1991). A letalis koncentraciokkal
ellentétben az 5-6. napon a sejtszuszpenziod FT gyarapodasa fokozodik a 100 mM NaCl kezelést
kovetden, ami a szubletalis stressz mellett nem éri el a kontroll szintjét. Novekedésredukciot
figyeltek meg sostressznek kitett dohdny (Gangopadhyay és mtsai. 1997) és nyarfa
kalluszokban (Zhang és mtsai. 2004), valamint paradicsom sejtszuszpenzioban is (Molina ¢és
mtsai. 2002). Hasonl6 késést mutattak ki a sejtosztodasban és novekedésben ozmotikus stressz
alatt dohany kalluszban (Gangopadhyay és mtsai. 1997). A 10° M SA kezelés szintén gatolta

¢s késleltette a sejtnovekedést, de nem okozott a NaCl-hoz hasonldé mértékii ozmotikus sokkot,
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ami Osszhangban van Chen és mtsai. (2001) eredményével, akik a sejtosztodas csokkenését
figyelték meg 0,2 M SA-kezelt dohany sejtszuszpenzidban.

A sejtszuszpenzié inkubacios kozegének pH értéke szignifikansan csokkent a 100 és
300 mM NaCl kezelések hatasara, ezzel szemben nétt a 10° M SA-kezelt sejtkultirakban. A
kiilsé oldat pH értékének csokkenése fiigg a PM H'-ATPaz aktivitasatol, ami biztositja az
optimalis elektrokémiai H" gradienst a PM-on keresztiil. Mivel a szupraoptimalis Na* toxikus a
novényi sejtekre, kiilonbozé mechanizmusok segitik a Na® kompartmentizalodasat az
apoplasztba vagy a vakuo6lumba, amit szdmos transzportrendszer szabalyoz (Zhu és mtsai.
1998a). A PM-on keresztiili Na* transzport fiigg a PM lokalizalt H' -ATP4z miikodése soran
kialakitott elektrokémiai gradienstdl, ami aktivalja a PM-on lokalizalt Na*/H" antiportereket
(Serrano és mtsai. 1999). Ez az erdteljes H* kipumpalas a sejtekbdl sziikséges a sostressz
adaptacidhoz (Kerkeb ¢és mtsai. 2001). Az SA kezelés hatisara kapott eredményeinkhez
hasonléan H" felvételt és a K effluxot figyeltek meg a HR soran dohany sejtekben (Glazener
¢s mtsai. 1996), valamint a szuszpenziés kozeg lagosodasat biotikus stressz esetén (Hano ¢és
mtsai. 2008). A SA-indukalt ROS megemelheti az intracelluldris Ca** koncentraciot, ami
meggatolhatja a H'-ATP4z miikodését (Scaller és Oecking 1999).

A sejtek Na* tartalma szignifikdnsan megnétt a 100 és 300 mM NaCl kezelés hatasara,
de nem valtozott szignifikansan az SA kezelést kdvetéen. Megvaltozott azonban a sejtekben a
K*/Na* arany, ami csokkent mindkét NaCl és a 10° M SA kezeléseket kovetéen a kontrollhoz
képest. A K' felvétel vagy szignifikansan gatlodott ezen kezelések hatasara vagy a K'
kiaramlasa kovetkezett be (Papp 2010). Demidchik és mtsai. (2010) bizonyitottak ludft
gydkerében, hogy a NaCl-indukalta HR soran K efflux torténik, aminek kovetkeztében a K*
vesztés stimuldlja a proteazok- €s endonukledzok aktivalodasat. Eredményeink azt bizonyitjak,
hogy az intracellularis K* koncentracio csokkenése a letalis SA kezelést kovetéen is
kulcsfontossagu lehet a PCD kivaltasaban a paradicsom sejtszuszpenzidban is.

A K'/Na" ardny meghatarozza, hogy a novényi sejtek tulélik a stresszhatist vagy
elpusztulnak a sostressz alatt (Zhu 2001), amit az extra- és intracellularis kalcium koncentracio
is szabalyoz pl. nyarfakban (Sun és mtsai. 2009). A 300 mM NaCl és a 10° M SA kezelések
hatdsdra megnétt a sejtek Ca®* tartalma. A sostressz és az SA okozta ROS produkcié
korrelacioban van a PM-on lokalizalt Ca®* csatornak aktivaciéjaval, melyek az intracellularis
Ca®* szintet emelik meg (Bi és mtsai. 2009; Shabala 2009; Joseph ¢és Jini 2010).

A Mg*" tartalom szignifikansan csokkent a NaCl-kezelt sejtekben, de nem valtozott a
SA kezelések hatasara. Martinez-Ballesta és mtsai. (2004) szintén a Mg2+ tartalom csokkenését

figyelték meg a sostressznek kitett sejtekben.
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Az ionhomeosztazis szabalyozasa szilikséges a sejtek optimalis novekedéséhez ¢s
¢életképességének megdrzéséhez. Az eredményeink alapjan megallapithatjuk, hogy az
ionhomeosztazis zavara, kiilondsen a sejtek K'/Na* aranyanak csokkenése jol mutatja a PCD
kialakulasat. Sikeriilt kimutatnunk azt is els6ként, hogy az SA-indukalt PCD-ben fontos
szerepet tolthet be az intracellularis K hiany paradicsom sejtszuszpenzidban.

Az FT-névekedésgorbék alapjan kivalasztottuk a letalis 250 mM NaCl és a 10° M SA
kezeléseket, hogy segitségiikkel vizsgaljuk meg a sejthaldl indukcigjat és jelatviteli
komponenseit a paradicsom sejtszuszpenzioban (Szopko 2011). A 250 mM NaCl és a 10° M
SA kezelések hatasara a sejtek 80%-a ill. 40%-a pusztul el a kezeléseket kovetd 6 oran beliil.
Az elhalt sejtek szazalé¢kos aranya szignifikdnsan nétt az elsé orat kovetden a 250 mM NacCl és
az 6todik orat kovetéen a 102 M SA kezelés hatisara a kontrollhoz képest. A kapott
eredmények jo 0sszhangban vannak Huh és mtsai. (2002) valamint Garcia-Heredia és mtsai.
(2008) altal kapottakkal, akik megfigyelték, hogy az SA-indukalta sejthalal egy relative lassabb
folyamat, mig az életképesség gyorsabban csokken a 250 mM NaCl kezelés hatdsara, mivel a
Na® ionok nem csupan erdteljes oxidativ stresszt, hanem ionikus- és oxidativ stresszt is
generalnak (Shabala 2009).

A membranintegritas és stabilitds elvesztése a stressz alatt fontos eleme a sejthalal
indukciojanak. A NaCl és SA kezelések fokoztak az ionkieresztést (EL) a citoplazmabol és
novelték a membranok permeabilitasat nyarfa sejtszuszpenzidban ill. uborka csirandvényben
(Shi és mtsai 2006; Sun és mtsai. 2010). A NaCl és SA kezelések hatasara a paradicsom
sejtszuszpenzidban megndvekedett EL jol korrelal az FDA festések eredményeivel, ahol a
csokkend fluoreszcencia mutatja az életképesség csokkenését a sejtekben.
okoztak, ami a névényi PCD {6 morfoldgiai vonasai. Van Doorn (2011) legujabb névényi PCD
definicioja alapjan, a citoplazma térfogatanak csokkenése, a citoplazmatikus szabad Ca?*
koncentraci6 emelkedése, a MAPK kaszkad jelatvitelének indukcioja, a DNS degradacioja, a
nukleusz kondenzacioja és kisebb atmérdje, ill. a cisztein proteazok aktivalodasa az ,,autolitikus
PCD” {6 karakterisztikus jellemz6i. Wang és mtsai. (2010b) Thellungiella halophila sejtek
transzmisszios elektronmikroszkoppal készitett felvételeinek segitségével ultrastrukturalis
valtozasokat mutattak ki 6 oras, 300 mM-os NaCl kezelést kovetden, amelyek un.
autofagoszomak megjelenését bizonyitotta. Az ,,autolitikus PCD-hez” bizonyos sejtekben a
H20, produkcid is sziikséges (Duan és mtsai. 2010). Ezek alapjan a 250 mM NaCl altal a
paradicsom sejtszuszpenzioban kivaltott PCD-t morfologiai vonasai alapjan az ,,autolitikus

PCD” csoportjaba sorolhatjuk.
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Az SA-indukélta PCD-t nem kiséri ilyen gyors citoplazmatikus valtozas, de a citoplazmaba
torténé Ca® influx, a MAPK aktivicioja, a ROS akkumulacidja, a mitokondrilis
transzmembran potencidl Osszeomldsa kimutathaté volt a folyamatban (Garcia-Heredia és
mtsai. 2008).

A DNS fragmentacidja volt megfigyelhetd a 6 oras, 250 mM NaCl kezelést kovetden a
paradicsom sejtszuszpenzidban, ami jo Osszhangban van Affenzeller és mtsai. (2009) altal
kapott eredményekkel, akik szintén DNS 1étrazodasat mutattak ki a sostressz hatasara. Az SA
kezelés hatasara ebben az idOpontban még nem figyelheté meg a DNS 1étrazodéasa, azonban
szamos TUNEL-pozitiv sejtmag talalhato az SA-kezelt mintakban is. Wang és mtsai. (2010b) a
novekvo NaCl koncentraciok hatasat tanulmanyozva a Thellungiella halophila sejtszuszpenzios
kultira életképességére megallapitottak, hogy az elhalt sejtek szama szignifikdnsan mas, mint a
TUNEL-pozitiv sejtek szama. Ezzel az eredménnyel bebizonyitottdk, hogy a TUNEL-jeldlés
csupan a DNS fragmentaciot jeloli és nem alkalmas a sejthaldl pontos mértékének
megallapitasara. Hasonl6 kovetkeztetéseket vonhatunk le a paradicsom sejtszuszpenzidban is a
letalis NaCl és SA hatdsanak 6sszehasonlitasakor.

Garcia-Heredia és mtsai. (2008) a mitokondriumokbol a Cyt ¢ kieresztését és a
mitokondriumok membranpotencial csokkenését figyelték meg a 12 oras 10° M SA kezelést
kovetéen. A PCD ezen 6 jellegzetességeinek megjelenése bizonyitja, hogy a 10° M SA
indukalja a sejthalalt, azonban lassabban, mint a 250 mM NaCl hatdsa a folyamatra a
paradicsom sejtszuszpenzidoban. A 6 6ras 250 mM NaCl és 10 M SA kezelést kdvets 24 orés
helyreallitodasi  kisérlet —sikertelensége igazolta, hogy az alkalmazott kezelések
visszavonhatatlanul indukaltak a PCD-t a paradicsom sejtekben 6 6ran beliil.

A ROS ¢és NO részt vesz a Kkiilonbozé stresszorokkal szembeni gyors
valaszfolyamatokban, és mindkettd indukalhatja a PCD folyamatait. A ROS produkcié
szignifikansan megndtt a 250 mM NaCl kezelést kovetd elsd oOrdban, a mdasodik Oratol
csokkent, de tartosan magasabban maradt, mint a kontroll. A 102 M SA kezelést kdvetden a
ROS produkci6 fokozodasa kisebb mértékii volt, mint a 250 mM NacCl esetében. Ez az erdteljes
ROS produkeci6 az egyik legfontosabb komponense lehet a sejthaldl indukcidjanak (De Pinto és
mtsai. 2012). A ROS gatlasa a szuperoxid gydkaniont kiolt6 SOD enzimmel, a hidrogén-
peroxidot kiolto KAT enzimmel és a NADPH-oxidazt blokkolo DPI-dal szignifikansan
csokkentette a 250 mM NaCl- és a 10° M SA-indukalta sejthalal mértékét a paradicsom
sejtszuszpenzioban. Ezek az eredmények megerdsitették az oxidativ robbanis és a ROS-
indukalta karosodas szerepét a sostressz- és a SA-indukalta PCD-ben (Garcia-Heredia és mtsai.
2008; Shabala 2009; Sun és mtsai. 2010). Ezzel szemben az NO produkcid csak az els6 oratol
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n6tt meg, mindkét kezelés esetében és szignifikansan magasabb volt az SA-kezelt sejtek
esetében, késobb azonban csokkent az id6 fliggvényében. Az NO ¢és a ROS megfeleléen
alacsony koncentraciokban kiilon-kiilon is aktivalhatja a stresszhatasokkal szembeni védelmet
jelent6 gének expresszidjat. Egymassal tobbféle modon reakcioba is 1éphetnek (pl. a szuperoxid
gyOkanion €és az NO reakcioja peroxinitritet eredményez), igy kiolthatjak egyméas hatasat. Ha
koncentraciojuk  tullépi a  kioltd6 mechanizmusok  kapacitiasat, akkor egyiittes
koncentracionovekedésiik aktivalja és gyorsitja a sejthalalt (Delledone és mtsai. 1998; Clarke
¢s mtsai. 2000). Az NO-ot kioltdé cPTIO hatastalannak bizonyult a sejthaldl mértékének
csokkentésében mindkét kezelés esetében. Az NO tehat nem jatszik szerepet a PCD indukcio e
korai szakaszdban egyik kezelés esetében sem a paradicsom sejtszuszpenzioban. A ROS
akkumulacié azonban kulcsszereppel bir a sejthalal gyors indukcidjaban, kiilonosen a NaCl
kezelés esetén.

Mivel az ET 6nmaga is képes a PCD indukélasara a novényekben (Love és mtsai.
2008), megvizsgaltuk, hogy az ET generator ACC és az ET receptor gatlo STS hogyan hat a
paradicsom szuszpenzids sejtek ROS és NO produkciojara, €s ezaltal a sejthalal szabalyozasara
a sostressz és a SA kezelések alatt. A kapott eredmények megerdsitették, hogy az ET fokozza a
PCD mértékét az alkalmazott sostressz alatt a paradicsom sejtszuszpenzidban is, ugyanis az ET
eredmények jo dsszhangban vannak De Jong és mtsai. (2002) altal mas stresszor esetén kapott
eredményekkel. Az ET hianya az SA-kezelt sejtekben az egyik legkarakterisztikusabb
kiilonbség az altalunk alkalmazott NaCl- és a SA koncentraciok altal indukalt PCD-ben. Azért,
hogy megvizsgaljuk az ET szerepét a stresszindukalta sejthalalban, kiilonb6z6 ET
modulatorokat hasznaltunk az alkalmazott NaCl- ¢és SA kezelések mellett, és megvizsgaltuk
ezek egyiittes hatasat a sejtek életképességének valtozasara. Az ET bioszintézis inhibitor AVG
kismértékben novelte a sejtek életképességét a sostressz alatt, de hatastalannak bizonyult az
SA-kezelt sejtekre. Az ET receptor blokkold STS szignifikdnsan lecsokkentette a NaCl-
indukalta sejthalal mértékét, megerdsitve az ET jelatvitel szerepét a sostressz-indukalta PCD-
ben és bizonyitva, hogy az ET képes a ROS produkcio szabalyozéasaval részt venni a PCD
indukcidjaban. Az ET tehat fokozza a sejthaldl mértékét a paradicsom sejtszuszpenzidban a
NaCl kezelés soran, amit megerdsitett az, hogy az ET prekurzor ACC alkalmazasa ndvelte az
elhalt sejtek szazalékos aranyat, valamint erdteljes és tartdsan magas ROS produkcidt okozott a
sejtekben a kontrollhoz képest. A kapott eredmények azt mutatjak, hogy a sostressz-indukalta

ET a ROS akkumulacié kozvetlen szabalyozéasaval fontos komponense a sostressz-indukalta
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PCD-nek, hasonloképpen, mint a kamptotecin- (De Jong és mtsai. 2002) vagy a kadmium-
indukalta PCD esetében (Yakimova és mtsai. 2006; Yakimova ¢és mtsai. 2008).

Ezzel szemben az ACC ¢és az AVG hatastalansaga az alkalmazott SA kezelés mellett azt
bizonyitjak, hogy az ET nem jatszik szerepet az SA-indukalta PCD-ben. Az ET prekurzor ACC
egy ora utan novelte az NO produkciot az alkalmazott NaCl kezelés mellett a paradicsom
sejtszuszpenzidban, azonban nem valtoztatta azt meg az SA kezelés mellett a kontrollhoz
képest. Varatlan eredményre vezetett azonban az STS egyiittes alkalmazasa az SA-val, ami
megnovelte a sejtek ROS- és csokkentette az NO produkcidjat, amik egyiittesen a gyorsabb
sejthalalhoz vezettek. Ezek az eredmények is megerdsitik azt, hogy a mintdkban a novekvd
ROS produkci6 és a csokkend NO produkcio a sejtek életképességének csokkenését okozza. Az
STS kivaloan alkalmas az ET receptor blokkoldsara a sejtekben és szamos esetben alkalmazzak
sejtszuszpenzioban vizoldékonysdga miatt (Kumar és mtsai. 2009), azonban arr6l nincs
informacionk az irodalom alapjan, hogy hogyan hat ez a blokkoloszer a sejtek redox
homeosztazisara, hogyan befolyasolhatja a sejtek életképességét, kiilonosen az SA kezelések
mellett feltételezhetd ez a lehetdség.

A kalcium, mint masodlagos hirvivé szintén fontos szerepet tolt be a sejthalal
jelatvitelében a sostressz alatt (Shabala 2009) és az SA-indukalta jelatvitelben (Zottini és mtsai.
2007), ezért megvizsgaltuk a Ca®* kelator EGTA és a kalmodulin inhibitor W-7 hatasat a
paradicsom sejtszuszpenzidban a sostressz- és SA-indukalta PCD soran. Mindkett6 gatloszer
kezeléseknél, igazolva azt, hogy a citoplazmatikus Ca?* koncentracio valtozasatol fiiggd
folyamatok esszencialis szereppel birnak a sejthaldl kivaltdsdban a paradicsom
sejtszuszpenzioban. Hasonlo hatasat bizonyitottdk az EGTA és W-7 alkalmazasanak a
kadmium-indukalta sejthalalban (Yakimova és mtsai. 2008).

Megvizsgaltuk a MAPK szerepét is a NaCl- és SA-indukalta PCD-ben, a PD98059, a
MAPK specifikus gatloszerének hozzdadasdval a paradicsom sejtszuszpenzidhoz. Clarke és
mtsai. (2000) kimutattak, hogy a PD98059 nem gatolja az NO hatasat, de blokkolja a H,0,-
indukalta sejthalalt is, ezzel megerdsitve azt, hogy a MAPK-ok szabalyozzak a H,O,-indukalta
PCD-t. A kapott eredményeink alapjdn a MAPK inhibitor PD98059 csokkentette a 250 mM
NaCl és a 10° M SA altal indukalt sejthalal mértékét, megerdsitve, hogy a PD98059 szenzitiv
MAPK kaszkad részt vesz a mindkét kezelés altal indukalt PCD-ben, melyet aktivalhat a
citoszolikus Ca?* szintvéaltozés és a ROS generalodas.

Az ET és a cisztein proteazok kapcsolata dsszetett. Jones és mtsai. (2005) bizonyitottak,

hogy egyes proteazok hamarabb indukdlodnak vad tipusi petinia sziromleveleiben a
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szeneszcencia alatt, mint az ET inszenzitiv transzgenikus novényben. Az ET az idd
fliggvényében képes szabalyozni egyes cisztein protedzok aktivitasat. Az altalunk alkalmazott
cisztein protedz inhibitor E-64 csokkentette a sejthalal mértékét a NaCl- és SA altal indukalt
PCD soran, megerdsitve azt, hogy a cisztein proteazok is fontos szereppel birnak mindkét
stresszor altal kivaltott PCD-ben.

A kapott eredmények alapjan tehat megallapithato, hogy a NaCl-indukalta sejthalalt az
ET altal serkentett ROS produkcid szabalyozza, mig az SA-indukalta PCD-ben az ET-nek
nincs szabalyozd szerepe a paradicsom sejtszuszpenzidban. Mindkét stresszor okozta
sejthalalban szerepet jatszik a [Caz+cyt] szint valtozasa, a MAPK kaszkad, a cisztein proteazok
és a citoplazmatikus K* szint csokkenése.

Fontos megallapitds tovabbd, hogy az intakt gyokerek ET produkcidja eltér a
sejtszuszpenzioban mért ET produkcio tendenciditol. A letdlis SA koncentraciok (10'3 és
102 M) a hat 6ras inkubaci6 utn a gyokerek ET produkcidjat szignifikansan csokkentették,
sejtszuszpenzidban azonban a 10° M-os SA kezelés hatdsara nem tapasztaltunk csokkenést.
Intakt novények gyokerében a letalis, 250 mM NaCl koncentracio szintén erételjes ET szint
csokkenést okozott, mig sejtszuszpenzidban ugyanez a sdkoncentracio erdteljesen aktivalta az
ET szintézist. Megallapithatjuk tehat, hogy a sejtszuszpenzid klorofill nélkiili, 0sztodo sejtjei a

paradicsom esetében nem modellezik a gyokérmerisztémat.
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7. Osszefoglalas

Munkénk sordn megvizsgaltuk, milyen kiilonbségek figyelhetok meg a sostressz
akklimatizaciot javito szubletalis 107 és 10* M SA koncentricioval torténd kezelés hatésa,
valamint a magasabb, 10 és 102 M-o0s SA koncentraciok programozott sejthalalt indukald
folyamatai kozott paradicsom novényekben. Megvizsgaltuk a biokémiai, fiziologiai és
génexpresszios kiilonbségeket a paradicsom 4altal toleralhaté 100 mM-os és a PCD-t kivalto 250
mM-os NaCl és az emlitett SA hatasai kozott.

Munkank sordn az alabbi fobb eredmények sziilettek:

1. A szupraoptimalis NaCl és SA koncentraciok megemelik a paradicsom ndvényekben a
levelek és gyokerek H,O, tartalmat a kezeléseket koveté 6, ill. 24 oraban. Ezzel
parhuzamosan a 250 mM NaCl- és 10°-102 M SA-kezelt novények szoveteinek
¢letképessége szignifikdnsan csokken. 24 6rés 10% M SA kezelés hatasara a gyokér sejtek
DNS-¢ fragmentalodik. Ezzel szemben a 100 mM NaCl és 10* M SA kezelések bar
oxidativ stresszt generdlnak, a novények életképességét nem befolyasoljak, és
akklimatizaciés folyamatokat indukalnak.

2. A szupraoptimalis NaCl és SA koncentraciok hatasara, a fotoszintetikus elektrontranszport
gatlasa révén szignifikansan megemelkedik a levelek H,O, tartalma a fényben, ami fokozza
a sejtek halalat. A sztomakon keresztili CO, diffazié limitalasa is meghatdrozza a
fotoszintetikus ~ hatékonysagot. A 100 ¢ 250 mM NaCl ¢és a
103-10? M SA kezelések hatasara szignifikansan csokken a sztomakonduktancia 6 6ran
beliil. Ezzel parhuzamosan csokken a levelekben a fényintenzitas és a kiils6 CO;
koncentracié fliggvényében felvett maximalis CO, fixacidé (Amax), az A/C; és fénygorbék
(A/PPFD) linearis szakaszanak meredeksége, a karboxilacios hatékonysag (CE) illetve a
fotoszintetikus kvantumhasznositas (Q), a klorofill a fluoreszcencia indukcios paraméterek
koziil a maximalis- (Fv/Fm) és effektiv kvantumhasznositas (Yield) és a relativ elektron
transzport sebessége (Rel. ETR). Azok a ndvények, melyekben tartésan €s szignifikansan
csokken az SA kezelések hatdsara a fotoszintetikus hatékonysag, késébb elpusztulnak. Ezt
az Osszefiiggést elsoként kozoltik a szalicilsav fotoszintetikus aktivitasra gyakorolt

hatasanak vonatkozasaban.
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3. A sztomak nyitottsaga vagy zartsdga nagymértékben hat a fotoszintetikus hatékonysagra,
éppen ezért regulacidjuk sokoldalu tanulmédnyozasa elengedhetetlen az SA fotoszintézisre
gyakorolt hatdsanak megértésében. Munkéank sordn megvizsgaltuk az SA direkt hatdsat a
sztbmamozgasra epidermisz nyuzatokon is, amit masodlagos hirvivéként a zardsejtek ROS
¢s NO szintjeinek megvaltozasa kozvetit. Az abaxialis epidermisz nyuzatokon a 107 és
10° M SA hatasara sztomazarodas volt megfigyelhetd, azonban a levelekben mértekkel
ellentétben a 10 M SA hatasara a sztomak kinyiltak. Azoknal a koncentracioknal, ahol a
sztomak zardédtak magas ROS ¢és NO produkciot mértikk, ami gatolhatdé volt
aszkorbinsavval, katalazzal és difenilén-jodonium kloriddal a ROS, és a cPTIO-val, az NO
produkcio gatloszereivel, illetve specifikus kioltoival. Ezzel szemben dtmeneti, kismértékii
ROS novekedés és a kontrollnal alacsonyabb NO szint figyelhetd meg a 10* M SA kezelés
hatasara a zarosejtekben. Ez az els6 olyan adat az irodalomban, ami azt bizonyitja, hogy az
SA kezelés kozvetleniil sztdomanyitodast is okozhat, és az egylitt jar a sztomazarodasban

4. Az SA a koncentraciotdl fliggden gatolja a zardsejtek fotoszintézisét. A magas SA
koncentraciok hatasara a zardsejtek maximalis és effektiv kvantumhasznositasa, valamint a
fotokémiai kioltas paramétere csokkent. 107 M SA jelenlétében a zardsejtek
kloroplasztiszai magasabb Rel. ETR értéket mutattak, mint 10° M SA esetén, ami a 10”° M-
os koncentracional az Fv/Fm csokkenésével egyiitt a fotoszintézis irreverzibilis
gatlodasanak szerepét erdsiti meg a sztomak zarasdban. Megallapitottuk, hogy az alacsony
¢s magas (letalis) SA koncentracidk altal kivaltott sztémazarddas mechanizmusa eltér. Az
utobbiban a zarosejt fotoszintézisének gatlasa is jelentds szerepet jatszik.

5. A letalis 10°-10% M SA és 250 mM NaCl kezelések csokkentették a gydkerek ET
emissziojat. Mig a szubletalis 100 mM NaCl serkentette, a szubletalis SA koncentraciok
nem valtoztattdk meg az ET produkcidt a gydkerekben. A szupraoptimalis NaCl és SA
koncentraciok nemcsak a levelek H,0, tartalmat emelik meg, hanem erételjes ROS és NO
produkciot generalnak a gyokércsucsokban is a kezeléseket kovetd 6. oraban, ami

hozzajarul a gyokércstics szovetei életképességének csokkenéséhez.

antiapoptikus gének expresszidja. Az ,,antiapoptotikus” Bax Inhibitor-1-et kodolo SIBI1 gén
expresszios szintje a 107 M SA és 250 mM NaCl kezelés hatasara lecsokkent a gyokérben,
mig a levélben megndtt. Mivel a kezelések elsddleges tdmadéaspontja a gyokér, a BI-1

expresszidjanak hianya fontos szerepet jatszhat a PCD indukcidjaban.
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7.

10.

Ezzel parhuzamosan a PCD indukci6 jelatvitelében szerepet jatszo MAPK-ok koziil az
SIMAP3K o expresszidja a letalis 10°3-102 M SA- és a NaCl-kezelt nvények levelében nétt
meg, de a letalis koncentraciéjii 10% M SA- és NaCl-kezelt novények gyokerében nem
valtozott szignifikansan. Az SIMAP3K « azonban részt vehet megfeleléen alacsony H,0;
koncentraciokndl az oxidativ stressz elleni védekezési géneket aktivalo jelatviteli
folyamatok szabdlyozasaban is, amely feltételezhetd a 100 mM-os NaCl esetén. A PCD
¢és SA kezelések hatasara megemelkedett a papain-szerii cisztein proteazok koziil a SICYP1
és a metakaszpazok koziil a SIMCAL expresszioja a levélben. A letalis 107 M SA kezelés
A proteazok expressziojat kovetden a 24 oras inkubacié utan emelkedik meg a proteolitikus
enzimaktivitds. A letalis koncentracidju 102 M SA és 250 mM NaCl kezelések hatésara
mind a levelek, mind a gyokerek fehérjetartalma szignifikansan lecsokkent a kontrollhoz
képest. A protedz aktivitads és annak valtozasa is a levelekben azonban joval kisebb. Ezzel
parhuzamosan megné a cisztein proteazok aktivitasa a gyokerekben mig a levelekben nem
mutathato ki valtozas ebben az iddpontban a zselatin-SDS-PAGE segitségével a kezelések
hatasara. Megallapithat6, hogy a PCD indukcioja soran a folyamat kulcs génjeinek
expresszigjat kovetden a termindcidés szakaszban fehérje szinten is dontd valtozasok
torténnek ¢és aktivalodik tobbek kozott egy 180 kDa és egy 47 kDa molsulya cisztein
protedz a gyokérben. A génexpresszioban megfigyelt valtozasok és a proteolitikus valtozas
1d6- és térbeli eltérése arra utal, hogy a proteazok aktivalodasat fehérje szinten is tobb
tényezd befolyasolja.

A protedzaktivitassal parhuzamosan az ionhomeosztazisban is jelentds valtozasok torténnek
az alkalmazott SA- és NaCl kezelések hatasara indukalodott PCD terminacids szakaszaban.
és levelek kalium tartalma a kontrollhoz képest. Ezzel szemben a 10 M SA-kezelt
novények levelében és gydkerében szignifikansan nétt a kalium tartalom, ami eldsegitheti a
névények akklimatizaciojat.

A letalis, 250 mM NaCl és 10° M SA hatasanak dsszehasonlitasat és a PCD indukcidjanak
mechanizmusat paradicsom sejtszuszpenzioban is megvizsgaltuk. Mindkét kezelés ROS és
NO produkciot indukalt az id6 fliggvényében, mar a kezelést kovetd 30. percben. A két
PCD jelatvitel kozott a legmarkénsabb kiilonbség, hogy a 250 mM NaCl kezelés hatasara
megnd az ET produkcidé. Az ET bioszintézis prekurzordnak, az l-aminociklopropan-1-

karbonsav (ACC) exogén alkalmazasakor megnovekedett ET fokozta a ROS produkciot és
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11.

a sostressz-indukalta PCD-t, ezzel ellentétben az ACC nem volt hatéssal az elpusztult sejtek
szazalékos értékére az SA jelenlétében. A sostressz-indukalta ET produkcid blokkolhatd
volt az eziist-tioszulfattal (STS), az etilénreceptor gatloszerével, ami csokkentette a ROS
produkcidt a sostressz alatt és novelte a sejtek életképességét. Ezzel szemben az STS az SA
jelenlétében fokozta a ROS produkciot €s novelte a sejthalalt. Mindkét stresszor hatasara
bekovetkezo PCD mértékét csokkentette a kalcium kelator EGTA, a kalmodulin inhibitor
W-7, a MAPK kaszkad blokkolé PD98059, a cisztein proteaz blokkol6 E-64 és a ROS
kioltok alkalmazéasa, ami citoplazmatikus szabad kalcium ¢és a MAP kindz kaszkad
jelatviteli szerepére is utal. Eredményeink alapjan az is megallapithatd, hogy az
intracellularis K* koncentracié és a K'/Na" arany csokkenése mind a NaCl- és mind az SA-
indukalta PCD része.

Az intakt gyokerek ET produkcidja eltér a sejtszuszpenzidoban mért ET produkcio
tendenciditol. A letalis SA koncentraciok (107 és 10% M) a hatéras inkubacié utin a
gyokerek ET produkcidjat szignifikdnsan csokkentették, a sejtszuszpenzidban azonban a
10° M-os SA kezelés hatisara nem tapasztalhatunk csdkkenést. Intakt novények
gyokerében a letalis, 250 mM NaCl koncentracio szintén erdteljes ET szint csokkenést
okozott, mig sejtszuszpenzidban ugyanez a sOkoncentracid erdteljesen aktivalta az ET
szintézist. Mivel az ET a sodstressz altal indukalt PCD egyik legfontosabb mediatora,
megallapithatjuk, hogy a sejtszuszpenzio klorofill nélkiili, osztodd sejtjei a paradicsom

esetében nem modellezik a gyokérmerisztémat.
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8. Summary

Programmed cell death (PCD) is an integral part of the plant development and in the response
to changing environments. PCD is induced by various abiotic stressors such as high salinity. A
special type of PCD in plants is the hypersensitive response during biotic stress which is
mediated by salicylic acid (SA). Salt stress results in the disturbance in ion homeostasis, water
status and redox equilibrium of plant cells. SA can also cause changes in the water status of
plants and can result in oxidative stress but it is not known how SA affects the ion homeostasis
of cells. The aims of our work were to study the effects of different concentrations of NaCl and
SA on the cell death initiation in tomato in order to highlight the common features or
differences in the NaCl- and SA-induced PCD.

Our results can be summarized as follows:

1. Supraoptimal concentrations of NaCl and SA increased the amount of reactive oxygen
species (ROS) and H,0, content of leaf tissues and root apices. In parallel, the viability of
plants treated with 250 mM NaCl and 10°-10% M SA decreased significantly. The DNA in
the root tissues were fragmented after treatment with 102 M SA and 250 mM NaCl after
24h. In contrast, the treatment with 100 mM NaCl and 10 M SA generated oxidative stress
and induced acclimation process in plants.

2. Supraoptimal concentrations of NaCl and SA increased the amount of ROS and H,0,
content of leaf tissues in the light. The inhibition of photosynthetic electron transport can
significantly contribute to the generation of ROS in chloroplasts. The photosynthetic
performance can be controlled by the limitation of CO, diffusion through stomatal pores.
The addition of NaCl at 100-250 mM and SA at 107-102 M to the hydroponic culture of
tomato plants for 6 hours resulted in stomatal closure on intact leaves. In parallel with
stomatal closure 100-250 mM NaCl and 10°3-10 M SA decreased the maximal CO fixation
rate (Amax), and the initial slopes of the CO, (A/C;) and light response (A/PPFD) curves, the
carboxylation efficiency (CE) and the photosynthetic quantum efficiency (Q), respectively
and relative electron transport rate (Rel. ETR) in intact leaves. Those concentrations of SA
which decreased the photosynthetic performance in intact leaves led later to PCD.

3. Salicylic acid (SA) has direct control over stomatal movement by increasing the levels of

ROS and nitric oxide (NO) and by changing the photosynthetic activity of guard cells (GC).
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107 and 10M SA induced stomatal closure on the abaxial epidermal peels of tomato leaf
but stomata remained open at 10“*M. At those concentrations which reduced stomatal
aperture ROS and NO were raised. The accumulation of active oxygen and nitrogen forms
could be prevented by specific scavengers which were effective inhibitors of stomatal
closure by SA. In contrast to other plant species, GCs did not show a long-lasting
accumulation of ROS in the presence of 10*M SA and their NO content declined below the
control level which led to stomatal opening.

. Increasing SA concentrations resulted in a significant decrease in maximum and effective
quantum yield of PSII photochemistry as well as in the photochemical quenching parameter
of GCs. In the presence of 107 and 10“*M SA, chloroplasts of GCs sustained a higher
maximum relative electron transport rate than in the presence of 10°M, suggesting that SA
induced inhibition of the GC photosynthesis can affect stomatal closure at high SA
concentrations.

. The lethal concentration of SA (10°3-102 M) and NaCl (250 mM) decreased the ethylene
(ET) production in the roots while ET emission was induced by sublethal concentration of
NaCl (100 mM). The sublethal concentration of SA did not cause any change in ET level.
Treatments with supraoptimal concentration of NaCl and SA increased the ROS and NO
production in the root apices of tomato plants, which led to significant loss of tissue vitality.
. The specific genes involved in cell death program were induced by NaCl and SA and their
expression levels were analyzed by RT-PCR. The expression of SIBI1 coding for the
antiapoptotic Bax Inhibitor increased significantly in the leaves treated with 10> M SA, but
decreased in the root treated with lethal concentrations of SA and NaCl. In parallel, the
expression of SIMAP3K« , the member of the MAPK cascade increased after the treatment
with 102-10% M SA and 100-250 mM NaCl in the leaves, but decreased in the root treated
with lethal concentration of SA and NaCl. This kinase may participate in the signal
transduction leading to PCD but it can mediate the activation of defence mechanism against
oxidative stress at low H,O, levels. One of the most important hallmarks of PCD is the
increase in the activity of specific cysteine proteases. The expression of SICYP1, the papain-
like cysteine protease gene and the SIMCAL, the metacaspase gene increased after the
treatment with the lethal concentrations of SA and NaCl in the leaves. SIVPEL expression
was enhanced by the treatment with 102 M SA only in the leaves of tomato plants. This
suggests that the lack of the antiapoptotic SLBI1 expression is a characteristic feature of the
roots where PCD has been initiated. Since the increased expression of various protease

genes can be detected in the leaves, but not in the roots after 24 hours, it can be supposed

117



that changes in protease gene expression occurred earlier in the roots, or the activity of
cysteine proteases is controlled at protein level.

. The protein content in the leaves and roots decreased significantly after the 24h-long
treatment with the lethal concentration of SA and NaCl. In parallel, the proteolysis,
especially the cysteine protease activity increased in the roots of tomato plants. However,
the gelatin-SDS-PAGE did not show protease activity in the leaves, but there were at least 3
putative cysteine protease bands in the roots. It can be concluded that there were significant
changes in the protein homeostasis after the changes in the gene expression levels of
cysteine proteases. In parallel, there were significant changes in the ion homeostasis of the
plants after the treatment with SA and NaCl. The treatment with lethal concentration of SA
and NaCl decreased the potassium content in the leaves and roots, but the treatment with
10 M SA increased the potassium level in the leaf and root tissues, which can enhance the
stress acclimation of the plants.

. Signal transduction pathways induced by salt stress and SA have been compared at cell level
in tomato cell suspension culture. In tomato suspension cultures a treatment with 250 mM
NaCl increased the production of ROS, NO and ET. 10 M SA-induced cell death was also
accompanied by ROS and NO production, but ET emanation, the most characteristic
difference between the two cell death programs, did not change. ET synthesis was enhanced
by addition of ET precursor 1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid (ACC), which after two
hours increased the ROS production in the case of both stressors and accelerated cell death
under salt stress. However, it did not change the viability and NO levels in SA-treated
samples. The effect of ET induced by high NaCl concentration could be blocked with silver
thiosulphate (STS), an inhibitor of ET action. STS reduced the death of cells which is in
accordance with the decrease in ROS production of cells exposed to high salinity.
Unexpectedly, application of STS together with SA resulted in increasing ROS and reduced
NO accumulation which led to a faster cell death. NaCl- and SA-induced cell death was
blocked by Ca?*chelator EGTA and calmodulin inhibitor W-7, or with the inhibitors of
ROS. The inhibitor of MAPKSs, PD98059, and the cysteine protease inhibitor E-64 reduced
cell death in both cases. These results show that NaCl induces cell death mainly by ET-
induced ROS production, but ROS generated by SA was not controlled by ET in tomato cell
suspension. Our results suggest that the decrease of the intracellular K* concentration and
K*/Na" ratio is a common phenomenon in triggering programmed cell death by lethal

concentrations of SA and NaCl.
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9. The ET production in the roots is different from ET production in the suspension culture. ET
production decreased in the roots of tomato after the treatment with 10° és 102 M SA or 250
mM NaCl. In contrast to the results measured in the root, ET increased in the 250 mM NaCl
treated cells in the suspension culture. Our results suggest that the cell suspension culture is

not a good model of the root meristem cells.
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10. Mellékletek

1. melléklet: Cisztein proteaz fehérjék paradicsomban (Solanum lycopersicum)
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A paradicsom gének a Sol Genomics (http://solgenomics.net/) internetes adatbazisbol lettek

kigytjtve, majd a homologia illesztést kdvetéen a szekvenciadk homolédgia faja a ClustalW

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clust

alw2/) és

a Dendroscope 3.2.2.

(http://ab.inf.uni-

tuebingen.de/software/dendroscope/) programok segitségével késziilt el.

A vastagon jelolt génekkel torténtek a génexpresszios vizsgalatok.
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2. melléklet: Kiilonbozé novényfajok Bax inhibitor 1 fehérjéinek dsszehasonlitasa
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MESCTSFFNSQSASSENEWSYDSLENFRQISEFVQTHLEEVY LS LOCALVASARGAYLHT
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Az dsszehasonlitas a ClustalW program segitségével késziilt

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw?2/).

A csillaggal jel6lt aminosavak konzervativak a kiilonbozé névényfajokban.
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3. melléklet: A qRT-PCR-hez felhasznalt oligonukleotid primer parok

Név Irany Szekvencia (5°-3°)
SIEF1 Forward: GGAACTTGAGAAGGAGCCTAAG
Reverz: CAACACCAACAGCAACAGTCT
SIPR1 Forward: CATCCCGAGCACAAAACTATG
Reverz: CCCCAGCACCAGAATGAAT
SIBI1 Forward: CTCAAAAACTTCCGCCAGAT
Reverz: GCCACTAAAGCACAGCATAGC
SIMAP3K & Forward: TTCTCCACCCAGTCCTTCTG
Reverz: GCCTGCCTTTCTTCCATTTT
SICYP1 Forward: ACTGGGGAGAGAACGGCTAC
Reverz: CGGGTTTAGGAGGATTTGGT
SIVPE1 Forward: TTTTCATCCTCGTCGGAATC
Reverz: GAGTCATCTGCGTCATCGAA
SIMCA1 Forward: CCGTGAGGAAGAAGAGGAGA
Reverz: GAGTGGAAAGAGGCAAGGACT

A vizsgalt paradicsom génekre az NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) és Primer 3 szoftver

(http://frodo.wi.mit.edu/) (Rozen és Skaletsky 2000) segitségével terveztiik a primereket,

amelyek génspecifikussagat az NCBI BLAST segitségével ellendriztik  vissza
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi).
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4. melléklet: A vizsgalt gének analizise paradicsomban (Solanum lycopersicum)

Gén Név Hely Génbank Kromoszoma®  Helyzet”  Hossz Hoszz Molekulasuly
(SolGenomics) azonosité (bp)° (as)" (kDa)®
SIPR1 Patogenezissel Solyc01g10662 CAA09671.1 1 SL2.40ch 896 179 20,12
kapcsolatos 0.2.1 01:86187
fehérje 1 760..861
88655
SIBI1 Bax Inhibitor1 ~ Solyc01g09002  AY380778.1 1 SL2.40ch 396 132 14,97
0.1 01:75484
997..754
84011
SIMAP3Ka  MAP3Kinaza, Solyc11g00600  AY500156.1 11 SL2.40ch 1845 614 67,02
0.1 11:80968
7..81571
i
SICYP1 Papain szer(i Solyc12g08867 AJ003137.1 12 SL2.40ch 1401 467 51,13
cisztein protedz 0.1 12:62394
(C1A) 311..623
90540
SIVPE1 Vakuolaris Solyc08g06561 AJ841791.1 8 SL2.40ch 1950 483 53,21
processzalo 0.2 08:50962
enzimlb (C13) 513..509
56613
SIMCA1 Metakaszpaz 7 Solyc09g09815 AY114141.1 9 SL2.40ch 1694 417 45,57
(C14) 0.2 09:67312
625..673
09562

A vizsgalt gének analizisét az NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) és a Sol Genomics

adatbazis segitségével végeztiik el (http://solgenomics.net/).

% A gén helye a kromoszéman.

"A gén helyzete a kromoszoman.

° A gén nukleotid (bp) hossza.

¢ Az atirt aminosav (as) szekvencia hossza.

® Az atirt fehérje tomege (kDa).
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5. melléklet: A vizsgalt gének promoterelemzés paradicsomban (Solanum lycopersicum)

Box I; CAAT-box®"; CCAAT-box; G-box, O2-hely; Skn1-

Gén Novekedést és fejlédést szabalyozo elemek Stresszvalasz elemek
SIPR1 5’UTR Py-gazdag motivum”; ACE; AE-box*; ATC- ABRE’; ARE”; CGTCA-box;
motivum; Box 4'; Box I; Box I1I; CAAT-box*%; CAT-box; TGACG-motivum;
G-box’; GT1- motivum?; MRE; 02-hely; Sknl- motivum?;
Spl; TA-gazdag régio®;
SIBI1 5°UTR Py-gazdag motivum; AAGAA-motivum?®; AC-II; Box-W1; HSE; MBS; MBSII;
ATCT-motivum; ATGCAAAT-motivum?; Box 4% Box I TC-gazdag ismétlédések; TCA-
CAAT-box"®; GA-motivum; GARE-motivum®; MRE; elemek
Sknl-motivum; Sp1?; cirkadian
SIMAP3Ka AT-gazdag elemek; AT-gazdag szekvencia; AT1-motivum; ~ ABRE; ARE?; ERE?, MBS?; TC-
ATC-motivum; Box 4%, Box I>; CAAT-box®; CCGTCC-  gazdag ismétlddések’; TGACG-
box; CGTCA-box; G-box*; GA- motivum® GCN4- motivum
motivum; 1-box?; LAMP- motivum?; O2-hely? Skn1-
motivum?; TCT- motivum; TGA- motivum; as2-box; chs-
CMA2a
SICYP1  5°UTR Py- gazdag motivum; Box 4% Box |; Box II; CAAT-  ABRE; ARE? MBS; TC- gazdag
box?®; G-box*; GATA- motivum; GCN4- motivum; P-box; ismétlddések®; TCA-elemek
Skn-1 motivum; cirkadian
SIVPE1 3-AF1 kétd hely; AE-box; Box 4°; CAAT-box*; G-box; ~ ARE; CGTCA-box*; HSE% MBS;
GA- motivum; GAG- motivum; GARE- motivum; GT1- TC- gazdag ismétlodések; TCA-
motivum; Sknl- motivum® TCT- motivum®; as-2-box?; elemek; TGACG- motivum®;
cirkadian? WUN- motivum
SIMCA1  ACE? AE-box% AT1- motivum? ATCT- motivum; Box 4%,  Box-W1% CGTCA-box; ERE;

HSE; MBS% TGACG- motivum

motivum; TA-gazdag régiélg; TCT- motivum, cirkadian

3-AF1 kot6 hely: fényvalasz elemek; 5’UTR Py gazdag motivum: magas transzkripcié szintet okozd Cisz-haté elem; ABRE:ABA vélaszban
résztvevd cisz-hatd elem; ACE: fényvalaszban résztvevd cisz-hato elem; AE-box: fényvalaszt szabalyzé rész; ARE: anaerobikus hatdsra
indukalodo elemet szabélyozo cisz-hatd elem; as-2-box: részt vesz a hajtasspecifikus expresszioban és a fényvalaszban; AT-gazdag elemek:
kot6dik az AT-gazdag DNS kot fehérjéhez (ATBP-1); AT-gazdag szekvencia: elem a nagyobb elicitor szabalyozta aktivitasért; AT1-motif:
fényvalaszt szabalyzo rész; ATCT-motif: a fényvalaszban résztvevé konzervativ DNS szabalyzo rész; ATGCAAAT motif: TGAGTCA
motivumhoz kapcsolddo cisz-hatd szabalyozo elem; Box4: a fényvalaszban résztvevd konzervativ DNS szabalyzo rész; Box I: fényvalsz elem;
Box II: fényvalaszban résztvevd elem része; Box Ill: protein koté rész; Box-W1: gomba elicitor valasz elem; CAAT-box: cisz-hat6 elem a
promoterben és az enhancer régiokban; CAT-box: cisz-hato szabalyzd elem a merisztéméahoz kapcsoltan; CCAAT-box: MYBHV1 koté rész;
CCGTCC-hox: cisz-hat6 szabalyzo elem a merisztéma specifikus aktivalasahoz kapcsoltan; CGTCA-box: MeJA vélaszban cisz-hat6 szabalyzo
elem; chs-CMA2a: fényvalasz elem része; cirkadian: cirkadian kontrol cisz-hatd szabalyzd elem; ERE: etilén valasz elem; G-box:
fényvalaszban résztvevd cisz-hatd elem; GA-motif: része a fényvalasz elemnek; GAG-motif: része a fényvalasz elemnek; GARE-motif:
gibberellin valasz elem; GATA-motif: része a fényvalasz elemnek; GCN4-motif: endospermium kifejezésében részvevd cisz-hato elem; GT1-
motif: fényvalasz elem; HSE: héstresszben részvevé cisz-hato elem; I-box: része a fényvalasz elemnek; LAMP: része a fényvalasz elemnek;
MBS: szarazsag indukalta valaszban résztvevé MYB kot6 rész; MRE: fényvalaszban résztvevé MYB kot6 rész; O2-site: zein metabolizmus
szabalyozasaban részvevé Cisz-hatd szabalyzo elem; P-box: gibberellin valasz elem; P-box: kifejezésében részvevé cisz-haté elem; Skn-1-
motif: kifejezésében részvevé cisz-hatd elem; TA-rich region: enhancer; TC-rich repeats: védekezésben és stresszvalaszban résztvevd cisz-hatd
elem; TCT-motif: része a fényvalasz elemnek; TCA-element: SA valaszban résztvevd cisz-haté elem; TGA-motivum: auxin valasz elem;
TGACG-motif: MeJA valaszaban részvevé Cisz-hato szabalyzo elem; WUN-motif: sebzés valasz elem;

A vizsgalt paradicsom gének promoterelemzését a PlantCARE adatbazis segitségével végeztiik el
(http://bicinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/) (Lescot és mtsai. 2002), a teljes gén
szekvenciajat megeléz0, a transzkripcié iniciacios helye (ATG) el6tti 1,5 kb hosszi upstream régiot
felhasznalva. A jobb fels6 indexben jelzett szamok az egynél tobb kopiaban talalhatd cisz-hatd elemek
szamat jelzik a gének 1,5 kb hosszsagl promoter régidjaban.
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6. melléklet: Hidrogén-peroxid (A) és szuperoxid gydkanion (B) detektalasa levelekben

Kontroll 10" M SA 10*M SA 10°MSA 102MSA 100mMNaCl 250 mMNaCl

H,0; tartalom valtozdsa DAB festést kovetden (barnas szin) paradicsomndvények levelében 6

oras 107-10% M szalicilsav (SA) vagy 100 mM ill. 250 mM NaCl kezelést kévetden fényen.

Kontroll 10'7MSA 10* M SA 10° M SA 102M SA 100mM NaCl 250 mMNaCl

Szuperoxid gyokanion tartalom valtozasa NBT festést kovetdéen (kékes szin)
paradicsomnévények levelében 6 6ras 107-102 M szalicilsav (SA) vagy 100 mM ill. 250 mM

NaCl kezelést kovetden.
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