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1. BEVEZETES

A sztomdk a szarazfoldi novények epidermiszének olyan specialis tulajdonsagu
sejtjei, melyek turgor allapotuk megvaltoztatasaval, mint apré hidraulikus szelepek
képesek a kiils6 kornyezet €s a levelek belsO szdvetei kozotti gazcsere és a parologtatas
szabalyozasara. A sztomak két darab specialis epidermalis eredetii sejtbdl, a zardsejtekbol
¢s a koztiik talalhatd porusbdl épiilnek fel. A zarésejtek amellett, hogy a parologtatdson
keresztiill segitik a levelek hdomérsékletének szabalyozéasat, néhany mikrométeres
szenzorként is mikodnek. Egyarant képesek a belsé hormonalis és a kiilsé kornyezeti jelek
érzékelésére. Mindemellett, rendkiviil fontos szerepiik van a patogének elleni harcban is. A
novényi sejtfal emésztésére képtelen patogének a nyitott sztomakon, mint természetes
nyilasokon keresztiil bejutva akar az egész névény megfertdzésére képesek. A sztdbmaknak
igy, mint a ndvényi immunrendszer elsd bastyainak fontos szerepiik van a kiilonbdzd
mikroorganizmusok felismerésében, és a megfeleld védekezési valaszok elinditdsdban. A
legaltalanosabb védekezési valaszok koziil példaként megemlithetjiik a sztomazarddast, a
patogenezishez kothetd gének atirodasat vagy végsd esetben a hiperszenzitiv reakcid
beindulasat is. Mindharom fenti példa hatterében a zardsejtekben taldlhaté szamtalan
jelatviteli utvonal egyikének vagy akéar azok haldzatainak aktivalodasa huzodik meg.
Azonban a novények kornyezetében megtalalhaté minden egyes mikroorganizmus ellen
egyetlen novény sem lenne képes megfeleld specialis védelmi rendszert kiépiteni. Ezért a
novények az ugynevezett mikroorganizmusokhoz kapcsolhatd molekularis mintdzatok
(MAMP) felismerésével probaljak azonositani az egyes mikroorganizmus csoportokat. A
MAMP-k kozott igen valtozatos eredeti és felépitésii molekuldkat vagy molekula
darabokat figyelhetiink meg, ilyenek példaul a gomba sejtfal eredetli kitin €s kitozan, a
bakterialis flagellin 22 aminosavas epitopja, az flg22, a kiilonb6z6 ndvényi oligo- és
poliszacharidok (pl. oligogalakturonidok), a  Gram-negativ  baktériumok
lipopoliszacharidjai (LPS) vagy a kiilonféle novekedési faktorok, mint példaul a bakterialis

elongécios faktor EF-Tu.

Munkank soran a MAMP-k koziil a kitozan sztomamiikodésére gyakorolt hatasait
tanulmanyoztuk l6bab (Vicia faba L.) modellndvény esetében. Borso (Pisum sativum L.)
novényeken végzett kisérletek irodalmi adatai alapjan igen erés hatasra szamithattunk

mind a sztdémazarddas, mind pedig a nyitdodas terén. Szamos kutatdcsoport munkéjanak
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koszonhetden a kitozan hatasara indukaldédo sztomazarddas jelatviteli hattere borsoban mar
szinte teljesen feltart, igy célul tliztiik annak megvizsgalasat is, hogy vajon ugyanaz a

jelatviteli ut aktivalodik-e Vicia faba zardsejtek esetében is.

A zarosejtek milkddésének energiaigényét els6sorban a mitokondriumok
biztositjak, azonban szdmos kisérlet bizonyitja a zardsejtekben talalhatd kloroplasztiszok
hozzajarulasat is. Mivel a kitozan molekulaszerkezete miatt a névényi sejtekbe nem juthat,
és csak kozvetve képes hatast gyakorolni a sejten beliili folyamatokra, igy célul tiztiik ki a
jelatvitele soran felhalmozodo szigndlkomponensek fotoszintézisre gyakorolt hatasanak
vizsgalatat is. Els6sorban a hidrogén-peroxid (H20,) és a nitrogén-monoxid (NO) linearis
elektrontranszportlancra gyakorolt hatasat szerettilk volna részletesebben megismerni. A
H,0,, mint gyakori reaktiv oxigén forma, a kloroplasztiszokban jelent6sen felhalmozddva,
lipidperoxidéciojan keresztiil lassithatja a fotoszintézist zardsejtekben is. A NO-rol jol
ismert, hogy gatolja a linearis elektrontranszportlancot. Az elektron paramagneses
rezonancia spektroszkopia (EPR) és a masodik fotokémiai rendszer (PSII) klorofill a
fluoreszcenciajanak vizsgalatai soran egyértelmiien bebizonyosodott, hogy a NO
reverzibilis kotédése révén a PSII tobb pontjan is gatolhatja az elektronok tovabbitasat,

ezaltal jelentdsen lassitva a fotoszintetikus aktivitast.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

A novények, helyhez kotott életmodjukbdl adoddan szoros kapcsolatban élnek az
Oket koriilvevé szamos mikroorganizmussal. A  mikroorganizmusok hatartalan
sokszinliségének koszonhetden a novények kozvetlen kornyezetében sok jotékony hatasu
és karos vagy patogén faj is megtalalhato [1]. Azonban ezen ¢él6lények legtobbje nem

befolyasolja a novény altalanos életfolyamatait, novekedését.

2.1. A MIKROORGANIZMUSOK FELISMERESE: ,,BARAT VAGY ELLENSEG”

Bizonyos esetekben elonyos kolcsonhatasok is kialakulhatnak a novények és a
mikroorganizmusok k6zott, mint példaul a gyokérgiimok fejlesztéséért felelds baktérium-
vagy gombafajok esetében. Mivel a novények szamara az eldnyos tulajdonsagokat nyu;jto
mikrobak is idegen él6lénynek szamitanak, igy fontos a mikrobak és a novények kozotti
aktiv kolcsonhatasok kialakitasa. Ezek lehetdvé teszik azon benséséges mutualista
kapcsolatok 1étrejottét, melyek a novények novekedéséhez és fejlédéséhez sziikséges

megfeleld koriilményeket biztositani tudjak [2].

A patogén mikrobak kozott egyarant megtalalhatjuk a virusokat, baktériumokat,
gombakat és a petesporas gombak, az OQomycota tdrzsébe tartozé fajokat is. Osszességében
kijelenthetjiik, hogy a patogén mikrobak eléfordulasukat tekintve elég ritkak, azonban
mivel még igy is nagy veszé€lyt jelentenek a ndvényekre, egy kifinomult védelmi rendszer
kifejlesztése valt sziikségessé. Ahhoz azonban, hogy hatékonyan tudjanak védekezni a
novény-asszocialt mikrobakkal szemben, a novényeknek nemcsak felismerniiik kell az
egyes mikrobakat, hanem képesnek is kell lenniiik a hasznos és a karos (patogén)
mikroorganizmusok kozotti  kiilonbségek felismerésére, majd pedig a megfeleld

valaszreakciok elinditasara [3].

2.1.1. A MIKROORGANIZMUSOKHOZ KAPCSOLHATO MOLEKULARIS MINTAZATOK FELISMERESE

Az éllatokhoz hasonldan a novények is rendelkeznek immunrendszerrel, mely egy-
egy sikeresen azonositott tamadas soran képes aktiv allapotba keriilni [4-6]. A folyamat
elsd 1épése az idegen molekulak felismerése, mely a sejtek felszinén megtalalhatdo mintazat
felismerd receptorok (pattern recognition receptor — PRR) révén valdsul meg. Ezek a PRR-
k teszik lehetové az egyes MAMP-k felismerését. Egyes terminologiakban a MAMP-t mas
néven patogénekhez kapcsolhaté molekularis mintazatoknak (PAMP) is nevezik [7]. A
MAMP/PAMP-k PRR-k altali felismerése a bazalis rezisztencia (BR) vagy mas néven az




IRODALMI ATTEKINTES

ugynevezett PAMP altal kivaltott immunitas (PAMP-triggered immunity — PTI)
kialakulasahoz vezet, ami a patogénekkel szembeni els6é valaszlépésnek tekintheté [8]. A
PTI kivaltasara a patogén tamadasok soran a novényi sejtek sériilésébdl keletkezo
termékek is képesek. Az ilyen sériilésbol keletkezd, legtobbszor oligomer szerkezetli
vegyiileteket Osszefoglaldé néven veszélyhez-kapcsolhatdé molekularis mintdzatoknak
nevezték el (danger-assosiated molecular pattern — DAMP) [7]. A PTI kialakulasat
megakadalyozand6, egyes patogének képesek un. effektor molekuldk (pl. oxalsav,
cryptogein) szintézisére. Az effektor molekulak segitségével a patogének Szupresszalni
tudjak a PTI kialakulasat vagy mar aktivalodott PTI esetén képesek az indukalt védekezési
valaszok elfojtasara, igy biztositva a sikeres fertézést (ETS - effector-triggerd
susceptibility). A védelmi rendszer masodik vonalaban névényi védekezési gének termékei
felismerik az avirulens effektor molekulakat, és effektor-indukalt immunitas (ETI) alakul
ki. Az ETI hiperszenzitiv reakciohoz is vezet, ami a fertézés kornyezetében talalhato
sejtek programozott sejthaldlaval (PCD) igyekszik a fertdzés tovabbi terjedését
megakadalyozni (1. abra).

A legjobban jellemzett novényi PRR-k a receptor-szerti kinazok (RLK) vagy a
receptor-szerti fehérjék (RLP) csalddjdba tartoznak. Az RLK-k membrinba agyazott
fehérjék, melyek egy extracellularis ligand felismer6- és egy intracellularis kinaz doménnel
rendelkeznek. Az RLP-k szerkezete nagyon hasonlit az RLK-k felépitésére, azonban
hianyzik az intracellularis doménjiik. Arabidopsis thaliana-ban eddig tobb mint 600 RLK-t
azonositottak, azonban a MAMP észlelésben betoltott szerepiiket eddig csak kis hanyaduk
esetében sikeriilt bizonyitani. Egyes RLK-r6l bebizonyosodott, hogy egyéb élettani
folyamatban is fontos szerepiik van (pl. fejlédési folyamatok), azonban a legtobbjiik

funkcioja még nem ismert [7, 9].

Annak ellenére, hogy a 600 RLK ¢s a MAMP felismerésben szerepet jatszo egyéb
fehérjék kombinacidja igen nagyszamu mikroba felismerését teszi lehetévé, a szinte
végtelen szdmu mikroorganizmussal szemben ez mégsem nyujt tokéletes védelmet. Azért,
hogy a novények képesek legyenek a lehetd legnagyobb szamu mikroba érzékelésére, a
mikroorganizmusok nagyobb csoportjaira jellemzd k6zos struktirdk, az Un. molekularis
mintazatok felismerésére torekszenek. A novények altal felismert altalanos MAMP
molekulak koziil a kitin (és a kitozan), a LPS-k, a novekedési faktor Tu (EF-Tu) és a
flagellin altal aktivalt jelatviteli utak mar jol ismertek [3].
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1. abra A bakterialis és gomba eredeti MAMP/PAMP altal indukalt védelmi
valaszreakciok sematikus abrazolasa. A MAMP/PAMP kotddését kovetd PRR dimerizacio
révén kiilonbozd védekezési valaszreakciok (PTI) indukalédnak (pl. sztdbmazarddas). A
mikroorganizmusok a PTI kivédésére kiilonféle effektor molekuldkat juttatnak egyrészt
sajat masrészt a gazda sejt kornyezetébe és citoplazmajaba egyarant. Az effektor
molekulak képesek a PTI szupresszalasara (ETS), ezéltal biztositva a sikeres patogén
tdmadas lefolyasat. A PTI hatasara tobbek kozott indukalodik a védekezésben szerepld
gének atirddasa is. Az Bjonnan képzodott fehérjék bizonyos esetekben képesek az effektor
molekulak felismerésére, majd a patogének elleni masodik védekezési vonal az ETI
elinditasara. AZ ETI leggyakoribb formaja a hiperszenzitiv reakcié (HR) (Woloshen, 2011
alapjan [10]).
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2.1.2. AKITIN E£S KITOZAN, MINT MAMP-K ERZEKELESE

A kitin  N-acetil-gliikozamin

monomerekbdl 4llo polimer, mely a OH OH OH

gombak sejtfalanak alapvetd fontossagu HO HO HO OH
NH, NH, NH,

épitéeleme. A kitozan a  Kitin n
deacetilalodasa révén keletkezo, p-(1-4)-

D-glitkézamin (deacetilalt egység) és N- 2. abra A kitozan szerkezeti képlete
acetil-D-gliikozamin (acetilalt egység)
monomerek kapcsolt halozatabol felépiil6 polimer (2. abra). A kitint és a kitozant mind az
allati, mind pedig a névényi immunrendszer felismeri. A Kkitin- és a kitozan-kezelés az
egyszikiiek és a kétszikiiek esetében is képes aktivalni a védekezési valaszokat [11]. A
kitin felismeréséért rizs esetében a plazmamembranban talalhato kitin elicitor-kotd fehérje
(OsCEBiP) felelos. Az OSCEBIP esetében hianyzik az intracellularis kindz domén, ezért a
kitin indukalta védelmi valaszok aktivalasahoz sziiksége van egy ujabb fehérje
kozremutikodésére [12]. A rizs kitin elicitor receptor kindz 1 (OsSCERK1) lehet az egyik
olyan fehérje, ami képes az OSCEBIP-pel hetero-oligomer kialakitasara [12, 13]. Mind az
OsCERK1, mind pedig az OsCEBiP tartalmaz olyan extracellularis lizin oldallanc
motivumokkal rendelkezé doméneket (LysM), melyek a kitin kotéséért felelések. A LysM
domének szerkezetének megismerése révén tovabbi novény fajok esetében is sikeriilt
lehetséges kitin-koté fehérjéket azonositani. Az Arabidopsis thaliana-ban talalhato
AtCERK1 harom ilyen LysM domént tartalmaz. Amennyiben a masodikhoz egy 8
monomerbdl allo kitin oligomer ko6tddik, az AtCERK 1 dimerizacidjat kovetden beindulnak
a védekezési valaszok [14-16]. Az AtCERK1-n kiviil sikeriilt tovabbi harom Kitin elicitor-
koto fehérje-szeri fehérjét is azonositani Arabidopsis-ban, azonban e fehérjéket kodolod
gének mutacidja nem befolyasolta a kitin altal indukalt jelatviteli folyamatokat. Ez arra
utal, hogy a kitin elicitor-k6t6 fehérje-szerti fehérjéknek nincs kozvetlen szerepiik a kitin-
indukalt szignalizacioban. Sikeriilt azonban egy tjabb olyan LysM-tartalmu receptor kinazt
azonositani (LYK4), aminek feltehetden szerepe lehet a kitin indukalta védekezési
valaszok kivaltasaban [17]. Ennek a receptor kinaznak a jelatvitelben betoltétt pontos

szerepe azonban még nem teljesen tisztazott.
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2.2. A ZAROSEJTEK, MINT A PATOGENEKKEL SZEMBENI VEDEKEZES
ELSO BASTYAI

A sztobmak a szarazfoldi novények levelein megtaldlhaté apro, szabalyozhatd
atmérdjii porusok, melyek mar tobb mint négyszaz millié évvel ezeldtt a szilur idészakban
megjelentek [18, 19]. A sztomakat két, az epidermisz sejtektdl jelent6sen eltérd specialis
sejt, a zardsejt hatarolja, melyek valtozé térfogatukkal a sztomaporus atmérdjének
szabalyozasaért felelések. A zardsejt parok néhany faj esetében valtozatos szamu
melléksejttel kiegésziilve alkotjak a sztomakomplexeket. A melléksejtek mechanikusan
vagy a sztomamozgasokhoz sziikséges ionok biztositdsaval segithetik a zardsejtek

miikodését a nyitddas vagy a zarodas soran [20].

Minthogy a bdrszovetet boritd kutikula réteg gyakorlatilag atjarhatatlan a szén-
dioxidra (COy) és a vizre nézve, igy a sztomak kozponti szerepet jatszanak a levelek bels6
tere ¢és a kiilvilag kozotti gazcsere szabalyozasaban [21]. A zarosejtek amellett, hogy a
parologtatason keresztliil segitik a levelek homérsékletének szabalyozasat, par
mikrométeres szenzorként is mukodnek. Képesek a bels6- (pl. hormonok) vagy a
kiilvilagbol érkezé jelek (pl. CO,, szén-monoxid, 6zon, kiilonféle nitrogén-oxidok, kén-

oxidok) érzékelésére.

Az elmult egy-masfél évtized kutatasi eredményei azt sugalljak, hogy a zarosejtek
szerepe nem meril ki az abiotikus faktorok érzékelésében, hanem nagyon fontos szerepet
toltenek be a patogénekkel szembeni harcban is. A zardsejtek, mint a patogének elsédleges
természetes bejutasi pontjai, képesek az egyes patogén csoportokra jellemzé6 MAMP-k
felismerésére, majd az ezt kovetd megfeleld valaszreakcid elinditasara. Ilyen
valaszreakciok lehetnek példdul a gomba sejtfal eredetli kitozdn vagy a ndvényi sejtfal
eredetii oligogalakturonsav (OGA) esetében a hidrogén-peroxid (H,O;) felszabadulas és
fény-indukalt sztomanyitodas gatlas indukcioja [22]. Ezen kiviil Arabidopsis thaliana-ban
mindkét vegyiilet hatasara sztomazarddas is tortént [23]. A Dbakterialis flagellin 22
aminosavas oligopeptid epitopja, az flg22, valamint az LPS és az EF-Tu felismerése
egyarant sztdbmazarodast okozott. Az flg22 esetében bebizonyosodott, hogy az érzékelést

kovetden csokkentek a plazmamembranban talalhatod K" influx ioncsatornak aramai (K+in)

[24].
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2.3. A ZAROSEJTEK OZMOREGULACIOS SZABALYOZASA

A sztomak nyitddasa és zarddasa szorosan kapcsolddik a zarosejtek vizhaztartasi
paramétercihez. Az ionok felvétele és a szerves vegyiiletek szintézise miatti ozmotikus
potencial csokkenés, a viz zarosejtekbe torténd passziv bedramlasat okozza. A zardsejtek
rendkiviil elasztikus sejtfalainak kdszonhetden a térfogatuk akar a kiindulasi érték 100%-
val is novekedhet. A sejtfalak kiillonb6zo Osszetételének €s vastagsaganak koszonhetden, a

sejtek térfogat valtozasanak megfelelden végbemegy a nyitddas vagy a zarddas folyamata.
2.3.1. AZ OZMOREGULACIOS SZABALYOZAS KUTATASANAK ALAKULASA

Mar tobb mint 100 évvel ezelott megtigyelték, hogy a zarosejtekben éjjel, zart
allapotban sokkal tobb keményitd talalhatd, mint nappal, nyitott allapotban [25]. Ez a
megfigyelés vezetett a keményit6-cukor hipotézis felallitasahoz, ami a keményit-cukor
atalakulas altal okozott ozmotikus valtozassal magyarazta a nyitodas — zarodas folyamatait.
Ez a hipotézis majdnem 50 évig teljesen elfogadott volt, ekkor azonban Fischer és
munkatirsai ramutattak a K'-felvétel sztomanyitodasban betdltott szerepére [26, 27].
Bizonyitast nyert az is, hogy a K* ellenionjaként bizonyos esetekben a malat” és a CI” is
szerepet kaphat [27-30], és ezzel gyakorlatilag az uj K*-malat® modell felvaltotta a korabbi
keményit6-cukor hipotézist. Az 0j elgondolast MacRobbie és Lettau [31, 32] Commelina
communis-on végzett kisérletsorozata egészitette ki, melynek soran bebizonyitottak, hogy a
K* és a malat® onmagaban nem tudta volna biztositani a nyitott allapot fenntartasahoz
sziikséges ozmotikum mennyiségét, igy arra jutottak, hogy a fotoszintetikus eredetii cukrok
tovabbi ozmotikumként segithetik a nyitodast, illetve a nyitott allapot fenntartasat. Késébb
ezt a megfigyelést tobb kutatocsoport is megerdsitette [33-37], igy elfogadotta valt, hogy a
K* ¢és a malat® anionok mellett a fotoszintetikus eredetli cukrok Szerepe sem

elhanyagolhato.

A kiilonb6zé novényfajokon végzett kisérletekbél szarmazo ellentmondasos
eredmények feloldasara Talbott és Zeiger [36, 38] harom kiilonb6z6 ttvonal elkiilonitését
javasolta, amelyek magukban foglaljak mind a K*, a CI", a malat®, a szacharoz, valamint a
kloroplasztiszok befolyasold szerepét is. Azt is hangsulyoztak, hogy a harom utvonal
sztdomamiikodéshez torténd hozzajarulasa napszaktol, ndvényi fajtol, nevelési és kisérleti
koriilményektdl egyarant fiigghet. Az elsé utvonal a hajnali, kék fény altal indukalt
sztdmanyitodast irja le, mely soran K és Cl ionok aramlanak a zarosejtekbe, illetve a

citoplazmaban a keményitd lebontasabol szarmazo malat® anionok, mint a K* ellenionjai is
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megjelennek. A masodik, a 3-(3,4-diklorofenil)-1,1-dimetilureara (DCMU)-inszenzitiv
tvonal soran a keményitébél malat® helyett szachardz szintetizalodik, és ily moédon
novekszik az ozmotikumok mennyisége a citoszolban. A harmadik, DCMU-ra érzékeny
utvonal sordn a zarosejtek fotoszintetikus aktivitasa biztositja az ozmotikumként szolgalo

cukrokat, példaul a szacharozt.

Osszefoglalasként tehat kijelenthetjiik, hogy a reggeli nyitodas sordn elsésorban a
K" és ellenionjai biztositjak a sziikséges ozmotikumot, mig késébb a nap folyaman egyre
nagyobb szerephez jut a fotoszintetikus eredetli cukrok megjelenése (mezofillum és

zarosejt eredetiiek egyarant).

2.3.2. ASZTOMANYITODAS ES ZARODAS FOLYAMATA, SZABALYOZASI
LEHETOSEGEI

Sztomanyitodas

A sztomanyitddas fényindukalt folyamatok ereddjeként magyarazhato, ahol a fény

mindségétol fliggden kiilonbozo jelatviteli utvonalak aktivalodnak.

A hajnali sztdbmanyitddas soran (3. abra; sztdmanyitddas) a kék fény hatasara a
plazmamembranban taldlhaté P-tipusi H'-ATPaz (PM H'-ATPA4z) aktivalodik [39], ATP
energiajat felhasznalva protonokat juttat az extracellularis térbe, novelve a membran két
oldala kozott fennalld, protonokra vonatkozo elektrokémiai potencialkiilonbséget. Az
elektrogén protonpumpa miikddésével hiperpolarizalodé membranon a K* és Ca®* ionok
passziv felvétele fesziiltség-fliiggd ioncsatornakon, az anionok felvétele anion/H”

szimporter rendszeren keresztiil valésul meg [40].

A vOros fény hatasara bekovetkezd sztomanyitodas a zardsejtek kloroplasztiszaibol
szarmazd ATP és NADPH felhaszndlasaval magyarazhatd, melyek energidja keményitd
lebontasara (malat® anionok szintézise), valamint a PM H'-ATP4z miikodtetésére
forditodik [41]. A kiilonbozé utvonalak szerepét a linearis elektrontranszportlanc és a
mitokondrialis elektrontranszportlanc blokkoldinak alkalmazasaval sikeriilt bizonyitani. A
kék fény indukalta nyitdodas kalium-cianiddal KCN), a mitokondrialis elektrontranszport
lanc gatloszerével torténd erds gitlasa arra utal, hogy a PM H'-ATPaz miikddéséhez
sziikséges energia nagyobb részben a mitokondrialis oxidativ foszforilaciobol szarmazik
[42]. Mawson ¢és munkatarsai [43] azonban a fotoszintetikus elektrontranszportlanc

DCMU-val torténé blokkolasa soran csokkent ATP koncentraciot figyeltek meg a
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citoszolban, amibdl arra kovetkeztettek, hogy a fotofoszforilacios és az oxidativ
foszforilaciés folyamatok egyarant hozzajarulnak a nyitédds energiaigényének

fedezéséhez.

Sztomazarodas

|
|
Sztémanyitédas : Sztémazarodas
1
H* 1
1

Kek fény m—=

[K*] 100 mM >

1. H*-pumpa aktivacio
2. membran hiperpolarizacioé
3. K*, CI és Ca?* influx

K+ 1. H*-pumpa inaktivaciod
2. S és R-tipusu anion-csatorna aktivacio
3. hosszan tarté PM depolarizacio
4. K* efflux

3. dabra A sztdbmanyitddas €és zarddas folyamata soran aktivalédo transzporterek é€s
folyamatok.

A sztdbmazarddas, a folyamat sebessége €és komplexitdsa miatt a korai szignal-
transzdukcid vizsgalatdnak fontos modellrendszerévé valt. A zarosejtek plazmodezmas
Osszekottetések hijan, a kornyezd sejtektdl elhatarolt jelatviteli- €s transzportrendszerrel
rendelkeznek. A sztdémazarodast kivaltd kiilsé- és belsé kornyezeti ingerek legtobbszor
egymas hatasat felerdsitve fejtik ki hatdsukat; az egyedi jelatviteli utak egymassal szoros
kapcsolatban, a sejten beliil szignal-transzdukcids halozatot alakitanak ki.

A transzdukcids halozat harom szabalyozasi Gtvonalra: a Ca2+-ﬁ'1gg6, a pH-fiiggo és

a zarosejt foszforilacidos homeosztazisatol fiiggd Gtjara kiiloniil.

10
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A sztdmazarodas sordn a zarosejtek turgora az ion effluxot kovetd vizkiaramlas
kovetkeztében csokken. Az ion efflux legfontosabb komponense a kdlium drama, melyet a
plazmamembranba 4agyazodo, kifelé egyeniranyitd, fesziiltség-fliggd kaliumcsatornak
kozvetitenek az apoplaszt felé. A kalium csatornak mellett az S-tipusu, lassu anion efflux
csatorndk is aktivalodnak, melyen CI” és malat” anionok szabadulnak ki a sejtb6l. A
sztomazarddashoz mindemellett az ion influx redukciodjara, igy a befelé¢ egyeniranyitd
kalium csatorna és a Cl-H'-szimporter deaktivacidjara is sziikség van (3. ébra;

sztbmazarodas).
I rorogr 2+ o ” roer
A sztomazarodas Ca” -fiiggo reguldcioja

A zarésejt transzport-rendszereinek szabalyozasa az abszcizinsav (ABS)
sztomazar6d hatdsanak felderitésével részben tisztazodott. Az ABS hozzdadasaval rovid
ideig tartd pozitiv toltésbedramlést és tranziens membran depolarizaciot figyeltek meg.
Ezzel parhuzamosan a citoplazma Ca®* koncentracioja ([Ca2+]cyt) megemelkedett, igy
bizonyossa valt, hogy a plazmamembran Ca®*-csatornai aktivalédtak [44]. A citoszol
szabad Ca?* szintjének emelkedéséhez hozzajarul a sejt belsd raktaraibol felszabadulo Ca*
is. A névényi sejt legnagyobb Ca®" raktarai a vakudlum és az endoplazmatikus retikulum
(4. abra).

A sztdbmazarddas soran a kalium transzport irdnyultsaganak hangsulya az influxrol
az effluxra tevédik at, melyhez a PM H'-ATPaz aktivitisinak csokkenése és a befelé
egyeniranyitott kalium aram (Ik;,) redukcidja sziikséges. A zarddas soran a citoplazma
novekvé Ca?* koncentracidja pontosan ezt eredményezi, ugyanis patch clamp vizsgalatok
megmutattdk, hogy a befelé egyeniranyitd, fesziiltségfiiggd K'-csatorna a ndvekvd
[Ca2+]cyt hatasara inaktivalodik [45], és a PM H'-ATPaz aktivitdsa is csdkken [46]. A
kifelé egyeniranyito K*-csatorna Ca®*-fiiggetlennek bizonyult [47] (4. abra).

11
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A gyors, tranziens depolarizaci6 nem elég a hosszii membran-depolarizaciora
aktivalodo, K* efflux csatornak nyitodasahoz [48]. A hosszi membran-depolarizaciot a
plazmamembran S-tipusu anion csatorndinak mukodése eredményezi, melyen a Cl” és a
malat® ionok kidramlanak. Az anion csatorna Ca”’-fiiggs, a [Ca’]e emelésével

aktivalodik [49].

K+

/

ca2+
Vakuolum

4. abra A sztdbmazarddas Ca2+-ﬁigg6 regulacioja. A sztdmazarddas soran eldszor a PM
Ca?* csatornai aktivalodnak, majd a [Ca2+]cyt novekedése a belsd raktarakbol torténd
tovabbi Ca?* felszabadulast indukal. A jelentdsen megemelkedett [Ca2+]cyt ezutan
inaktivalja a PM H*-ATPaz és K, csatornakat, majd anion csatornak aktivacidjan
keresztiil, a Ko, ioncsatorndk aktivacidjahoz is hozzajarul.

Vakudlum

A sztomazarodas pH-fiiggo reguldcioja
Kisérleti tapasztalatok szerint, az abszcizinsav a [Ca2+]cyt emelése mellett a citoszol
pH-jat (pH;) lagos iranyban modositja. A plazmamembran kalium csatorndit megvizsgalva

kidertilt, hogy mind a befel¢, mind pedig a kifelé egyeniranyitod ioncsatornak pH-fiiggdek.

12



IRODALMI ATTEKINTES

Kiilonbdznek viszont abban, hogy mig a befelé egyeniranyité K*-ioncsatorna a ligosodo
citoszol hatasara inaktivalodik, addig a kifelé egyeniranyité aktivalodik. Az ABS-fiiggd
citoszol lagosodas soran tehat a befelé transzportald kalium ioncsatornak inaktivalodnak,

igy a sejt kalium tartalma tovabb nem ndvekedhet (5. abra).

K+

pH
nivekedés

. fewém" pH
"W |nﬁvekedés

AAPK kinaz )
o T

PP2C (ABI)

S-tipust anion
csatorna (CLC vagy
CFTR)

ca2+

Vakudlum

5. abra A sztdmazarodas pH-fliggd regulacigja. A citoplazma pH-janak ndvekedése
elsésorban a vakuolaris ATPazok (V-ATPazok) miikodése révén valosul meg. A
citoplazma ligosodasa meggatolja a PM H'-ATPaz és Ki, ioncsatorndk miikodését,
masrészt a protein foszfataz 2C (PP2C) miikodése révén aktivalja a Koyt ioncsatornakat és
az ABS-aktivalt protein kinazok (AAPK) gatlasa révén megsziinteti az S-tipisi anion
csatornak inaktivaciojat.

A lugosodas masik kovetkezményeként a kifelé transzportald kalium csatornak
aktivalodnak, és a sejt kalium koncentracidja csokkenni kezd. A citoszol folyamatosan
[Ca®]e inaktivilia a PM H'-ATPéazat, a citoplazmatikus lagosodas ezzel nem

magyarazhat6. Feltételezések szerint az ABS hatdsara a tonoplaszt elektrogén ionpumpai, a

V-ATP4z és a H'-pirofoszfataz (H'-PP4z) serkentddnek [50].

13
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A protein foszforilacio szerepe

A protein kinazok és foszfatdzok sztémareguladcidban betdltott szerepét az az
egyszerli patch-clamp kisérlet vilagitotta meg, melyben a zardsejt protoplasztokhoz
illesztett patch pipetta t6ltdoldatabol kihagytak az ATP-t. Ekkor a whole-cell izemmdédban
vizsgalt protoplasztok S-tipusu anion csatornai deaktivalodtak, mig az ATP koncentracio
emelésével erbteljes aktivacid volt megfigyelhetd. Mivel az aktivacidt protein kinaz
inhibitorokkal meg lehetett sziintetni, az S-tipusu anion csatorna fehérjéit bizonyosan a
hozzajuk kovalensen ko6tddo foszfatcsoport hozza aktiv allapotba [51]. A protein
foszfatdzok ezzel szemben a kovalensen kapcsolédd foszfatcsoportot eltavolitjak, a
proteint deaktivaljak. Ebbdl kovetkezden, a protein foszfatdzok inhibitorai még ATP
jelenléte nélkiil is aktiv allapotban tartjdk a csatornat, melynek bizonyitékat a protein
foszfataz inhibitor, okadainsav szolgaltatta [49].

Tovabbi protein foszfatdz és kindz gatldszerek alkalmazasaval sikeriilt bizonyitani a
kalcium-kalmodulin-fiiggdé protein foszfataiz 2B (kalcineurin, PP2B) [52-54], a protein
foszfataz 1 és 2A (PP1/PP2A) [55, 56], a Ca®*-fiiggd protein kindzok (CDPK) [57] és az
AAPK-k [58] sztomamozgasokban betoltott szerepét is. A legtobb esetben a kiilonbdzo
tipusu foszfatdzok €s kindzok egymas mellett, egymas hatasat kiegészitve miikodnek, igy
nem meglepd, hogy a jelatviteli rendszerben bet6ltott szerepiik alapjan a sztdomamozgasok
pozitiv vagy negativ regulatoraiként lehet 6ket emliteni.

A PTI soran zardsejtekben is sikeriilt azonositani specifikusan megjelend mitogén-
aktivalt protein (MAP) kaszkadokat. A MAMP indukalta védekezési valaszok soran
Arabidopsis thaliana zarésejtjeiben a MAPK-kinaz-kinazok (MPK) koziil a MPK9 és a
MPK12 gének jelent6s expressziojat irtak le [59]. H,O, felszabadulas hatasara a MAPK-
kinazok (MKK) kozil a MKK4 ¢s MKK5, mig a MPK-k koziil a MPK3 és MPK6 génjei

mutattak expresszio novekedést [60, 61].

2.4. A SZTOMAMOZGASOK ES A ZAROSEJTEK FOTOSZINTETIKUS
AKTIVITASANAK KAPCSOLATA

A legtobb novényfaj zarosejtjeiben talalhatunk kloroplasztiszokat [62]. Azonban,
mig a mezofillum sejtek esetében atlagosan 70-100 db kloroplasztiszt figyelhetiink meg,
addig a legtobb novényfaj esetében csak 10-15 db-t talalunk zarosejtenként (pl. Vicia faba)
[63]. Egyes esetekben a zarosejtek kloroplasztiszainak szama akar a szazat is elérheti

(Polypodium vulgare) [64], mig specialis esetekben a Kkloroplasztiszok teljesen

14



IRODALMI ATTEKINTES

hianyozhatnak is a zarésejtekbdl (Paphiopedilum sp) [65-67]. A zarésejtekben talalhato
Kloroplasztiszok altalaban kisebbek, kevésbé fejlettek, és kevesebb granum tilakoidot
tartalmaznak, mint a mezofillum sejtek kloroplasztiszai [68, 69]. A legnagyobb kiilonbség
mégis az, hogy par kivételtl eltekintve (pl. Arabidopsis sp, [70]), a =zar6sejtek

kloroplasztiszai s6tétben keményitét halmoznak fel, melyet nappal lebontanak [71].

H+

ATP, NADPH

4. |

- malat
- szacharoz Kék fény indukalta

. . ez sejtvdlaszok beinditasa
bioszintézis v

6. abra A zarosejtek fotoszintetikus aktivitdsdnak fontossdga. A zarosejtek
Kloroplasztiszainak fontos szerepe van az ATP (1), a NADPH (2), az ortofoszfat (Pj; 3)
mennyiségének szabalyozasdban, az ozmotikusan aktiv cukrok (4) és a keményitd
felhalmozasaban (5) valamint raktarozasaban is (5). Ezen kiviil fontos szerepiik van a kék
fény indukalta jelatviteli folyamatok beinditasaban egyarant (6).

A zarésejtek kloroplasztiszai annak ellenére, hogy egyes esetekben vitatott a
szerepiik, a legtobb novényfaj esetén a sztomamiikddésben kulcsfontossagt sejtalkotonak

tekinthetok (6. abra). Legalabb négy olyan, kisérletekkel is alatdmasztott tulajdonsagot
jellemeztek, melyben bizonyitast nyert e funkciojuk [34, 72]:
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A fotoszintézisen keresztiil kozvetett modon hozzajarulnak a sztomamozgashoz

sziilkséges energia ¢s redukalo er6, ATP ¢és NADPH formajaban torténd

biztositasahoz [73, 74].

e Részt vesznek a kék fény érzékelésében, €s az arra adott sejtvalaszok kialakitasaban
[75, 76].

e Benniikk megy végbe a keményitd raktarozasa [71].

e Hozzajarulnak az ozmotikumként szolgaldé cukrok szintéziséhez a fotoszintetikus

szénasszimilacio révén [36, 37, 77, 78].

2.4.1 A ZAROSEJTEK FOTOSZINTETIKUS AKTIVITASANAK JELENTOSEGE

Szamos kutatot foglalkoztatott az a tény, hogy vajon van-e eltérés a mezofillum
sejtek ¢és a zarosejtek fotoszintézise kozott. Ennek tisztdzdsara eldszor a zarosejtekben
talalhato kloroplasztiszokat kell tiizetesebben megvizsgalni. A zardsejtekben is megtalaljuk
mind az I. (PSI), mind pedig a II. fotokémiai rendszert (PSII), ezenkiviil a kloroplasztiszok
pigment Osszetétele iS nagyban hasonlit a mezofillum sejtekben megfigyelt aranyokhoz.
Sikeriilt bizonyitani, hogy a =zarosejtek kloroplasztiszaiban is miikodik a linearis
elektrontranszportlanc, az oxigénfejlesztés és a fotofoszforilacio is [79-82]. A PSI koriili
ciklikus elektrontranszportlancot vizsgalva egyes kutatok arra jutottak, hogy a
zarosejtekben ennek szerepe jelent6sebb, mint a mezofillum sejtek esetében [83].
Shimazaki és Zeiger [74] kisérletei soran viszont ennek az ellenkezdjét bizonyitotta,
miszerint a zardsejtekben mérhetd ciklikus elektrontranszportlanc aktivitasa nagyjabol csak
a mezofillum sejtekben megfigyelhetd érték 80%-a volt. A kisérletek soran kapott
ellentmondasokat a Calvin-ciklus napkozbeni aktivitasanak valtozasaval, illetve az
abszorbedlt fény minéségének megvaltozasaval magyaraztak [73]. Megfigyelték, hogy
megvilagitas hatasara CO, fixacio nélkiil is torténhet sztomanyitodas [74], ami azt sugallja,
hogy a linearis elektrontranszport soran keletkez6 ATP és NADPH 6nmagaban is elegendd

energetikai hatteret nyujt a nyitodas folyamatahoz.

2.4.2. A ZAROSEJTEK KLOROFILL A FLUORESZCENCIA VIZSGALATA

A Klorofill a fluoreszcencia méréstechnikajanak fejlédésével a kutatok tesztelni és
igazolni  tudtdk a  zardsejtekben  talalhato  kloroplasztiszok  fotoszintetikus
elektrontranszportlancanak mitkodését és a sztomak élettandban betdltott szerepét. Az
1980-as években féleg protoplasztokon, epidermisz nyuzatokon vagy a Tradescantia

albiflora levelének fehér részein tudtak Kautsky kinetikat vizsgalni, és a kapott adatokbol a
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Calvin-ciklus mikodésére kovetkeztetni. Cardon és Berry [84] a Tradescantia albiflora
levelének fehér részein talalhatd zarosejtek egyensulyi fluoreszcencia hozamait vizsgéaltdk
kiilonb6z6 CO; és O, koncentraciok mellett, majd a kapott valtozasok okait a fotokémiai és
nem-fotokémiai valtozasokkal magyaraztak. Kisérleteik soran arra a megallapitasra
jutottak, hogy a fotoszintetikus elektrontranszportlanc elsédleges termékei a ribuloz-1,5-
biszfoszfat (RuBP) karboxilacidja vagy oxigenalddasa soran hasznaldodnak fel. Ez volt az
elsé olyan irdnymutatd kozlemény, mely bizonyitékot szolgaltatott a ribuldz-1,5-

biszfoszfat-karboxilaz-oxigenaz (Rubisco) altali CO, fixaciorol és a fotorespiraciordl.

A zardsejtek sejtszintii fluoreszcencia paramétercinek részletesebb jellemzését a
telitd fényimpulzusos modszer, az impulzus amplitidd6 modulaciés fluorimetria és a
mikrofluorimetria 6tvozése tette lehetové az 1990-s évek végén. Goh és munkatarsai [85]
bemutattak a fényadaptalt PSII kézpontok maximalis kvantumhasznositasanak (F,/Fn’)
vizsgalati lehetdségét, amelybdl a PSII altal elnyelt fotonok energidjanak Qa redukcidjara
forditott hdnyadarol kaphatunk informéciot. Elvégezték tovabba a zarosejt és a mezofillum
protoplasztok klorofill a fluoreszcenciajanak osszehasonlitasat is. A lassu fényindukcios
(LC) gorbék egymashoz nagyon hasonld lefutast mutattak, utalva a tilakoid membranok
hasonlo szerkezeti felépitésére. A {6 kiilonbség a két sejttipus kozott abban meriilt ki, hogy
a zérosejtek linedris elektrontranszportlancanak sebessége mar alacsony fényintenzitdsok
esetén telit6dott. Az elsé olyan vizsgalat, melyben a zardsejtek és a mezofillum sejtek
Fv/Fn’ paramétereit szimultan vizsgaltak Lawson és munkatarsai nevéhez [86] kothetd.
Megallapitottak, hogy a zardsejtek fotoszintetikus kvantumhatasfoka nagyjabol a
mezofillum sejtek hatékonysaganak a 70-80%-a. Ugyanebben a tanulmanyban kiilonboz6
CO; és O, koncentraciok kozott is megvizsgaltak a F, /Fy,” paraméter alakuldsat mindkét
sejttipus esetében, és igazoltak Cardon és Berry [84] allitasait, miszerint a fotoszintetikus
elektrontranszportlanc elsédleges termékei a ribuloz-1,5-biszfoszfat (RuBP) karboxilacioja

vagy oxigenalddasa soran hasznalodnak fel.

A legfontosabb kérdés a zarosejtek fotoszintetikus aktivitdsdval kapcsolatban
azonban még mindig az, hogy vajon tudnak-e 6nalléan elegendd energidt termelni illetve
ozmotikumot szintetizalni a sztomamiikodés kivitelezéséhez. A kérdésre a valaszt Lawson
[87] osszefoglalgjaban talaljuk meg. EQy zarosejt atlagos klorofill tartalma csak 2-5%-a
egy atlagos mezofillum sejtének, és térfogata is csak nagyjabol egy mezofillum sejt 10%-

at teszi ki. Ezeket figyelembe véve Lawson [87] ramutatott, hogy a zarésejtek CO-
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asszimilacidja valahol a mezofillum sejtek CO, asszimilaciojanak 10 és 33% kozott lehet,

ami pedig feltehetden elégséges a sztdbmamozgasok sziikségleteinek kielégitéséhez.

2.5. ANO ES A REAKTIV OXIGEN FORMAK (ROS), MINT JELATVIVO
MOLEKULAK SZEREPE A SZTOMAMOZGASOK ES A MAMP-INDUKALTA
VEDEKEZESI VALASZOK KIALAKITASABAN

2.5.1. ANO ALTALANOS JELLEMZESE

A NO gaz halmazallapoti kétatomos molekula. Kis molekulatomege €s apolaros
tulajdonsaga révén gyorsan diffundal a bioldgiai membranokon keresztiil, ugyanakkor kis
mértékben vizoldékony is, mely biztositja a NO szignal gyors terjedését a sejtek
kompartmentumai és a szomszédos sejtek kozott [88]. A NO féléletideje a sajat és a vele
és tobb perc kozott valtozhat [89]. A viszonylag hosszu féléletidé és kémiai tulajdonsagai
egylitt teszik lehetové a NO szdmara, hogy sejt szinten nagy tavolsagokban kdzvetitsen
jelet. Konnyen reagal vizzel, oxigénnel, H,0O,-dal, szuperoxid gyokanionnal (O"),
fehérjék tiol oldallancaival és kiilonb6z6 atmeneti fémekkel. Masrészt a NO szabadgyok
molekula (NO-), a kornyezet redoxallapotanak fliggvényében konnyen oxidaldédhat
nitrozénium kationna (NO™) vagy redukalédhat nitroxil-anionnd (NO’), melyek biologiai

hatasai eltéroek, sot olykor egymassal ellentétesek is lehetnek [90, 91].

A NO kutatasaval a mult szdzad vége Ota egyre tobb kutatocsoport foglalkozik, igy
ennek koszonhetden sikeriilt bizonyitani a ndvények legkiilonfélébb anyagcesere- és
fejlédési folyamataiban betoltott szerepét. Részt vesz tobbek kozott a sztdbmazardodasban, a
csirazasban, gyokérfejlédésben, a viragzas indukciojaban, és fontos szerepet tolt be az
abiotikus [92, 93] és a biotikus stresszvalaszok kialakitasaban is. A NO szerepet jatszik a
Pseudomonas syringae elleni védekezési valasz kialakitasaban [94-96], az arpa lisztharmat
és a koles peronoszporas fertézésének kialakitasaban [97, 98] vagy az Arabidopsis thaliana
Botrytis cinerea elleni védekezésében [99]. Jol lathatd tehat, hogy NO kulcsfontossagu
szerepet tolt be a PTI indukaldsdban. Ezek utdn nem meglepd az a tény, hogy szdmos
patogén képes olyan effektor molekuldk szintézisére, melyek képesek kioltani a NO
indukalta valaszfolyamatokat. Ilyen folyamat figyelhetd meg példaul az Erwinia
chrysanthemi esetében is, mely soran olyan flavohemoglobinok szintézise térténik meg,
melyek a NO-t nitratta (NOg3') alakitjak at [100]. A NO bioszintézise maskor viszont akar

hozz4 is jarulhat a patogének kulcsfontossagt infekcids strukturainak kialakitdsdhoz. Azt is
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meg kell viszont emliteni, hogy a NO nem csak a patogén tamadas soran kulcsfontossagu,
hanem fontos szerepe van a szimbiotikus kapcsolatok kialakitisaban is [101]. Igy ezek
alapjan jogosan vetddik fel a kérdés, hogy vajon hogyan képes a NO az egymasnak
ellentmond6 folyamatokban szerepelni. Ugyanis részt vesz a PTI és a védekezési
valaszreakciok kialakitdsdban, képes a HR kivaltadsara, valamint képes a szimbidzisok
kialakuléasat elsegiteni. Hogy mi allhat ezen ellentmondésos hatdsok hatterében jelenleg

rrrrr

koncentracio-fiiggd hatasmechanizmusa tehet6 felelssé [102, 103].

A NO MAMP érzékelés soran és a PTI-ben betdltott szerepén kiviil igen fontos
résztvevo a sztomamiikodés szabalyozasanak jelatvitelében is [104]. A NO-rdl viszonylag
koran kideriilt, hogy része az ABS jelatviteli rendszernek [105]. Az ABS indukalta
citoplazma lugosodas és a HyO, egyiittes hatidsa révén indukalodik a NO termelddése
[106]. A keletkezett NO fém nitrozilacid révén aktivalja a citoplazmaban talalhatd
szolubilis guanilat ciklazt (sGC), ami a miikodése soran a guanidin-monofoszfatot (GMP)
ciklikus guanidin-monofoszfatta (cGMP) alakitja at. A ¢cGMP a ciklikus nukleotid-
kapuzott Ca?* joncsatorndk (CNGC-tipust) aktivalasa révén megemeli a citoplazma Ca®*
koncentraciojat [107, 108]. Az ABS jelatvitelétol eltéréen a MAMP-k (peptidoglukanok,
LPS, xilandz, kitozan, oomycota elicitinek) észlelése sordn a NO termelését megelézden
figyelhetjiik meg a citoplazma Ca®" koncentraciojanak megemelkedését [109-113]. Mind
az ABS-, mind pedig a MAMP indukalta jelatvitel soran a megemelkedett citoplazmatikus

Ca®* koncentracid a K* ioncsatornak koézvetlen vagy kozvetett gatlasa (K'in) vagy

s st + r_ 7 e r 7 J s 17 ”
aktivalasa (K oyt) révén sztomazarodast idéz eld.

Erdekes modon a NO koncentracio-fiiggd hatdsa a sztomamozgasok esetében is
megfigyelhetd. Alacsony koncentracido esetén zarddast, mig magas koncentracioban
alkalmazva sztomanyitodast indukal [114]. Ezt a megfigyelést Sokolovski és Blatt [115] a
nagy koncentraciéban alkalmazott NO esetén K'oy ioncsatornakon végzett patch clamp
vizsgélatokkal igazolni tudta, ugyanis a NO feltételezhetden valamilyen poszttranszlacios

modositason keresztiil inaktivalta az ioncsatornat (7. dbra).
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7. abra A NO szerepe a sztomamilkddés szabalyozasdban. A NO kozvetve a
citoplazmatikus Ca?* koncentracio novelésével, vagy pedig kozvetleniil az egyes
ioncsatornak fehérjéinek posztranszlaciés modositasain keresztiil képes a sztdbmamozgasok
szabalyozasara.

2.5.2. ANO KELETKEZESE A ZAROSEJTEKBEN

A NO forrasa a ndvényekben a mai napig tisztazatlan, igy a zardsejtek esetében is
sok ellentmondasos eredmény sziiletett a NO bioszintézisével kapcsolatban. Egyarant

sikeriilt enzimatikus és nem-enzimatikus utak jelenlétét is igazolni.

A nem-enzimatikus utak egyike soran a nitrit (NO,)-NO atalakulas figyelhetd meg
a kloroplasztiszokban aszkorbinsav jelenlétében alacsony pH mellett [88]. Illetve Cooney
€s munkatarsai [116] megfigyelték, hogy egyes karotinoidok fény hatasara képesek a NO, -

NO reakcio katalizalasara.

Az ismert enzimatikus utvonalak koziil zardsejtekben a nitrat-reduktaz (NR) és egy

ismeretlen nitrogén-monoxid szintdz-szeri (NOS-szer(l) enzim szerepét sikeriilt igazolni.
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Jasid és munkatarsai [117] szo6ja kloroplasztiszokban mutattak ki egy, az allati NOS-hoz
hasonld tutvonal megfeleld koriilmények (NADPH ¢és megfelelé mennyiségli arginin
jelenlétében) melletti megjelenését. Azonban egyre elfogadottabb az a tény, hogy a NO f6

forrasa zarosejtek esetében a NR-hoz kapcsolhaté NO,™ redukcio.

A NR szerepét igazoltadk a MAMP-K [118, 119], a szarazsag [120], a hideg [121] és
a sztomamozgasok [106] soran keletkez6 NO szintézisében. A NR egy molibdén tartalmua
enzim, mely NADPH jelenlétében a NO,-t NO-da képes redukalni, de akar peroxinitrit
(ONOO") képzésére is képes [122]. Arabidopsis thaliana-ban két gén kodolja a NR-t, a

NIAL és a NIA2, melyek koziil a zarosejtek esetében a NIA2 jelentOsebb expresszidt mutat.

A NR nagy affintast szubsztatja a NOs  (Kp nigat =< 40 uM), mig az alacsony
affinitast szubsztratja a NO; (Ky nigit = 100 uM), ebbdl jol lathato, hogy fiziologias
koriilmények kozott a NO NO,-bol vald keletkezésének valdsziniisége csekély. A NOy
redukcidjahoz fiziologiasan magas NO,/ NO3™ arany sziikséges. Ezt a NO3 vakuolumba
torténd influxaval vagy az extracellularis térbe torténd effluxaval tudja a sejt biztositani.
Arabidopsisban a vaku6lumba torténé szallitasért az AtCLCa antiporter a felelds, mely 1
H* citoplazmaba jutasa révén képes 1 NOs molekulat a vakuolaris térbe juttatni. A
transzport energiaigényét a citoplazma pH valtozdsara aktivaloddo V-ATPazok és V-
PPazok biztositjak [50]. A NOjs vakuolaris raktarozasa révén a citoplazma NO,/ NO3’
aranya a kiindulasi érték 50-szeresére is emelkedhet, ami lehetévé teszi a NR altali NO, -
NO atalakulast. A NO3™ anionok sejten kiviilre juttatasanak szerepét a cryptogein hatasara
indukal6dé HR sorén irtak le. A NOg3™ efflux soran a citoplazma NOj3  tartalma a kiindulési
értekhez képest kortilbeliil 60%-kal csokkent le, ami szintén lehetdvé tette a NR altali NOy’
-NO atalakulast [123].

2.5.3. AROS ALTALANOS JELLEMZESE

A ROS-k az oxigén nem teljes redukalodasa révén keletkezd specialis vegyiiletek.
A legfontosabb képvisel6ik a Oy, a H20,, a szingulett oxigén (*O,) és a hidroxil gyok
(OH). A kiilonbozé ROS-k sokaig csak mint mérgez6 és nem kivanatos molekulak
szerepeltek a kutatok tudatdban, azonban ma mar tudjuk, hogy az oxidativ stressz
kialakitasan kiviil jelentds szerepet toltenek be kiillonb6zd komplex jelatviteli és
anyagcsere utvonalakban egyarant [124, 125]. A ROS szerepe bizonyitast nyert a PTI és a
védekezési valaszok soran [126], a novekedés és fejlodés soran [60], a sejthalal

indukcidjanak eldsegitésében [127] és a zarosejtek miikodésének szabalyozasaban is [128].
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2.5.3.1. A H,0; szerepe a zdrdsejtekben

A H,0, tulajdonsagai (hosszu féléletidd, membran diffuzibilitds) alapjan kivald
jelatviteli komponensnek tlinik. A tulajdonsagai alapjan a H,O,, mint jelmolekula alkalmas
a hosszl tavu, sejtek kozotti kommunikaciora is, ezaltal fontos szerepet tolt be az

ugynevezett szisztemikus védekezési valaszok (SAR) kialakitasaban.

Miao és munkatarsai [129] Vicia faba esetén igazolni tudtak, hogy az ABS kezelés
hatasara H,O, bioszintézis fokozodas torténik, ami a [Ca2+]cyt emelkedésén keresztiil végiil
sztomazarodast indukalt. Srivastava és munkatarsai [106] kimutattdk, hogy a kitozan
kezelés hatasara a borsd novények zarosejtjeiben aktivaléodo PTI soran a H,O, az egyik
legkorabban megjelend jelatviteli komponens. Ha a HyO-t kioltottak, a sztdmazarddas

elmaradasat figyelték meg, ezzel bizonyitva a H,O, sztdbmazarddasban betoltott szerepét.

2.5.4. ARQOS BIOSZINTEZISE

A NO-dal ellentétben a ROS-k keletkezése mar jol ismert enzimatikus és nem
enzimatikus folyamatokat foglal magaban. A ROS-k keletkezési helyei ndvényekben
elsésorban a kloroplasztiszokhoz (O,-, '0,), a mitokondriumokhoz (O.-), a
peroxiszomakhoz (H,0,) vagy a plazmamembran NADPH oxidoreduktaz enzimének
miikodéséhez (O) kotheték. Altalanossagban kijelenthetd, hogy zardsejtek esetében a
kiilonboz6  kornyezeti  behatdsok esetén a  kiillonbozé ROS-k  elsésorban a
kloroplasztiszokban és a mitokondriumokban Keletkeznek. Stressz behatas esetén, erds
megvilagitds mellett nagyobb mennyiségii 'O, termelédés mutathato ki a PSII
reakciocentrumokban, mikor a triplett allapoti Pggo klorofill molekulak a gerjesztési
energiajukat molekularis oxigénnek adjak at [130, 131]. Az O, és a H,O, a Mehler-
reakcio soran Keletkeznek, melyet mas néven viz-viz ciklusnak is neveznek. A Mehler-
reakcid soran a vizbontasbol szarmazd elektronok az elektrontranszportlancon
végighaladva a ferredoxinrél molekularis oxigénre kerililnek, Oj--t létrehozva. A
keletkezett O, -t a szuperoxid-dizmutazok H,0,-4 alakitjak at, a H,O, pedig az aszkorbat-
peroxidaz enzim kozremiikodésével a folyamat végén vizzé redukalodik [132]. Ezen kiviil
er6s fény hatasara a PSII kornyezetében a Oy, a HyO, és a OH megjelenése is

detektalhaté [133, 134].

Az ABS érzékelését kovetden jelentés ROS, elsdsorban H,0; termelddés figyelhetd
meg. Zhang és munkatarsai [135] az ABS-indukalt H,O, forrasaként a kloroplasztiszokat
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és a PM-lokalizalt NADPH-oxidazt jelolték meg. Kwak és munkatarsai [136] kimutattak,
hogy az ABS indukalta sztomazaroddsban a NADPH-oxiddz két alegységét kodold
génnek, az AtrbohD-nek és az AtrbohF-nek, kitiintettet szerepe van, ugyanis mutacidjuk
soran elmaradt az ABS indukalta sztomazarédas. A NADPH-oxiddz mellett egyéb
enzimatikus utakat is feltartak, mint példaul a sejtfal-kotott peroxidazok vagy a réz-amin-
oxidaz, melyek szintén fontos szerepet tdltenek be mind a SAR, mind pedig a

sztbmazarodas szabalyozasaban [137].

2.5.5. ANO ES 4 Hy,O3 SZEREPE A FEHERJEK POSZTTRANSZLACIOS MODOSITASABAN (PTM)

A NO-iltal szabalyozott egyik leggyakoribb PTM az S-nitrozilacio, mely soran a
NO és a cisztein tartalmt fehérjék vagy oligopeptidek tiol-csoportja kozott reverzibilis
reakcio torténik. Az S-nitrozilalasnak szerepe lehet a fotoszintetikus elektrontranszportlanc
¢s a Calvin-ciklus szabalyozédsaban, a redox egyensuly fenntartdsdban, az anyagcsere
utvonalakban és a stresszvalaszokban szerepld fehérjék aktivalasdban vagy
deaktivalasaban egyarant. A folyamat reverzibilitasat az S-nitrozoglutation-reduktaz
biztositja, mely az S-nitrozilalt fehérjek tiol-csoportjait egy transznitrozilacios reakcio
soran egy redukalt glutation felhasznaldsdval redukélja. A reakci6 sordn egy S-
nitrozoglutation (GSNO) is felszabadul, mely 6nmaga is egy fontos endogén NO raktarozo
molekula [138].

A NO-fiiggd PTM-k egy masik tipusa a tirozin-nitracio. A NO O, -al reagalva
ONOO'-t képez, mely képes a fehérjék tirozin oldallancainak nitralasara, 3-nitrotirozin
oldallancokat kialakitva. A folyamat irreverzibilis, és a tirozin nitracion atesett fehérjék

esetében a reakcio altalaban az adott fehérje vagy enzim funkcidvesztésével parosul.

A fém nitracié sordn a NO nem kozvetleniil a fehérjék oldallancéval, hanem a
fehérjékben  taldlhatd  4tmenetifémekkel 1€p  kolcsonhatdsba. Fém  nitracioval
modosulhatnak tobbek kozott kiilonbozé vas-kén tartalmu fehérjék is, mint pl. a

mitokondrialis és fotoszintetikus elektrontranszportlanc 4tmenetifém tartalma enzimei.

A szulfonilacio a fehérjék cisztein oldallancainak H,O,-altali poszttranszlacios
moddosulasa. A szulfonilalas bioldgiai szerepét a szimbiotikus kapcsolatok kialakitasaért és
miitkddoképességének fenntartasaért felelds fehérjék esetében sikeriilt mar bizonyitani.
Ezen kiviil fontos szerepe van még a nitrogén fixalds enzimeinek aktivitas szabalyozésiban

IS [139]. Ezenkiviil a H;O, a cisztein oldallancok oxidacidja révén a proteinek
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foszforilacigjat is szabalyozhatja, mely fehérje diszulfid hidak kialakulasat segiti eld,
ezaltal nehezitve vagy meggatolva a protein foszfatazok és kinazok a fehérjéhez torténd
hozzaférését [140, 141]. A célfehérjék lehetnek protein foszfatdzok, MPK-k és kalcium-
fliggd protein-kinazok (CPK) egyarant.

2.5.6. ANO FOTOSZINTEZISRE GYAKOROLT HATASA

A NO fotoszintetikus elektrontranszportlancra gyakorolt hatasat a legegyszertibben
kiils6leg adagolt NO hasznalataval lehet vizsgalni. Ezt kétféleképpen lehet Kivitelezni. Az
egyik lehet6ség a NO-t a novények kornyezetébe gaz formajaban juttatni, és igy vizsgalni a
novényekre gyakorolt hatasokat [142-144], a masik pedig kiilonb6zé mesterséges NO
forrasok hasznalata. A legismertebb és legszélesebb korben alkalmazott donor molekuldk a
natrium-nitroprusszid (SNP), a GSNO ¢és az S-nitrozo-acetilpenicillamin (SNAP). Azonban
azt is meg kell emliteni, hogy mindkét modszernek vannak elényei és hatranyai is. A NO
gaz levegovel érintkezve konnyen és gyorsan NO;-dé alakul. A donorok alkalmazasa soran
pedig nem lehet tudni, hogy a donorbdl az adott koriilmények kozott mennyi NO szabadul
fel, és azt sem, hogy ebbdl mennyi jut le az altalunk vizsgalni kivant célteriiletre. A NO
donorok hasznalata soran ugyanis tobb kutatocsoport sokszor ugyanazon donorok
alkalmazasa mellett, hasonlé koriilmények kozott, kiilonboz6, olykor egymasnak teljesen
ellentmondo eredményeket kapott [91, 145-147].

NO gaz hasznalataval bizonyitottak, hogy alkalmazasa csokkenti a zab és a lucerna
NO tovabbi nyolc névény faj esetében is csokkenti a fotoszintetikus aktivitast. A kordbbi
eredményekkel ellentétben viszont Jin és munkatarsai [150] tgy talaltak, hogy a NO gaz

jelentdsen ndvelte a spendt ndvények fotoszintetikus aktivitasat.

2.5.6.1. A NO hatdsa a fotoszintetikus elektrontranszportlincra

A NO szabalyozo, gatld szerepét a linearis elektrontranszportlanc tobb pontjan is
igazoltak. Takahashi és Yamasaki [151] igazolta, hogy a NO izolalt tilakoid membranok
esetében gatolja a linearis elektrontranszportlancot, lassitja a sztroma ¢és a lumen kozotti
pH kiilonbség felépiilését, ezaltal pedig jelentOsen lassitja a fotofoszforilacidés események
kialakulasat. Az izolalt tilakoid membranokon [152, 153], majd pedig késdbb az intakt
borso leveleken [147] végzett kisérletek igazoltak, hogy a NO lassitja a Qa és Qg kozotti

elektronatadast, valamint meggatolja a Qa és a PSII vizbont6 komplexének S, allapota
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kozotti toltésrekombinacios események kialakulasat. Wodala és munkatarsai [147, 154]
tovabba azt is kimutattdk, hogy a NO koncentracio-fiiggd modon csokkenti a nem-
fotokémiai kioltds (NPQ) és annak energiafiiggd kioltasi komponense (QE) mértékét.
Tovabba Abat és munkatarsai [155] bizonyitottak, hogy a NO a Rubisco enzim S-

nitrozilacidjan keresztiil, koncentracié-fiiggd modon lassithatja a fotoszintézist.

Vladkova és munkatarsai [156] szerint a NO donorok koziil az SNP az egyetlen,
mely a PSIll-n belili elektronatadasok gyorsitasan keresztiil képes a linearis
elektrontranszportlanc miikodésének serkentésére. Hipotézisiik szerint ennek hatterében a
NO és a D2 fehérje Yp tirozinja kozotti reakcidja allhat, 1étrehozva az Yp -NO gyokpart,
mely alacsonyabb redoxpotencialja miatt, izolalt tilakoid membranok esetében hatasosabb

elektrondonornak bizonyult, mint a D1 fehérjén talalhat6 Yz tirozin.

Erdekes modon a NO a PSI esetében annak ellenére sem okoz jelentds gatlast, hogy
a PSI elektron tovabbitd rendszerében sok Fe-S centrumot talalhatunk. Wodala és
munkatarsai [154] véleménye szerint a NO nem befolyasolja a PSI elektrontranszportjat.
Azonban borsé novények leveleinek GSNO-kezelése soran azt tapasztaltak, hogy a NO-
kezelés hatdasdra a linedris elektrontranszportlanc elektronkészletben egy kis mértéki
emelkedés volt megfigyelhetd, melynek hatterében a PSI koriili ciklikus elektrontranszport

mérsékelt serkentése allhat.

2.5.7. AROS HATASA A FOTOSZINTEZISRE

A ROS egyik f6 forrasa zarosejtekben is a kloroplasztiszokban, a fotoszintetikus
elektrontranszportlanchoz kothet6. Fénystressz hatasara kimutathatéan megemelkedik a
0y, a Hy05, a 'O, és a OH mennyisége, ami fotoinhibicidhoz vezet. A fotoinhibici6 sordn
a ROS-k elsddleges célpontja a D1 protein. A kiilonb6z6 ROS-k, a hatékony novényi
védekezési mechanizmusok kimeriilését kovetden a D1 protein donor és akceptor oldali
karosodasat is okozhatjak. A kiilonboz6 ROS molekulak ezen kiviil a fotoszintetikus
keresztiil a fénybegy(ijtd komplexeket is karosithatjak. Tovabba a ROS-k gatolhatjak a
Calvin-Benson ciklusban szereplé enzimeket is, ezzel tovabb rontva a fotoszintézis

hatékonysagat.
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3. CELKITUZESEK

Munkankban az egyik legaltalanosabb gomba MAMP, a kitozan sztomamiikodésre
gyakorolt hatasat vizsgaltuk lobab (Vicia faba L.) modellnévényben. A kitozan a
sejtmembran szamara atjarhatatlan, hatasat igy feltehetéen csak a sejtfelszini receptorokon
keresztiil képes kifejteni. Receptoraval valé kapcsolddasa kiilonbozd jelatviteli utakat
indukalhat, ezért célunk a lehetséges jelatvivo molekuldk azonositasa, és azok lehetséges

fotoszintézisre gyakorolt hatasanak részletes vizsgalata Vvolt.
Az alabbi kérdésekre kerestiik a valaszt:

1. Vajon a Vicia faba zarosejtje képes-e kitozan molekulat, mint MAMP vegyiiletet
felismerni, és hatasara bekovetkezik-e sztomazarodas illetve sztomanyitodas-
gatlas? Amennyiben igen, akkor vajon a H,O, és NO, mint jelatvivé komponens
szerepel-e a kitozan-indukalt jelatviteli utak haldézataban? E jelatvivé molekulak
mely kompartmentumokban és a kitozan kezelés utan mennyi idével keletkeznek?

2. A zardsejtek kornyezetében 1évé parenchima réteg mezofillum sejtjei vajon
befolyasoljak-e a kitozan sztdmamiikdodésre gyakorolt hatasat?

3. Vajon a kitozan befolyasolja-e a zarésejtek fotoszintetikus aktivitasat, ezaltal
csokkentve vagy novelve a zarédashoz és nyitddashoz sziikséges ATP és NADPH
mennyisé¢gét?

4. Tilakoid membranok ¢€s intakt levelek esetében mar igazoltak, hogy a NO gatolja a
PSII donor ¢€s akceptor oldali elektronatadddasi folyamatait. Amennyiben sikeresen
azonositani tudnank a Kitozan indukalta H,O, és NO megjelenését, exogén H,0; és
NO-donorok  hasznalataval  tesztelni  szeretnénk  ezek  fotoszintetikus

elektrontranszportlancra gyakorolt hatasat zarosejtekben.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK
4.1. NOVENYNEVELES

A kisérleteinkhez 16bab (Vicia faba L. cv. Mirna) novényeket hasznaltunk. A 25
(v/v) %-os natrium-hipoklorit oldattal 15 percig sterilizalt magvakat harom napig 26 °C-on
Petri-csészékbe helyezett nedves sziirbpapiron csiraztattuk, majd a csirandvényeket
modositott Hoagland tapoldatban (2 mM Ca(NO3),, 1 mM MgSO,, 0,5 mM KCI, 0,5 mM
KH2PO4, 0,5 mM NayHPO4, 0,001 mM MnSO,4 0,006 mM ZnSQO4 0,000 mM
(NH4)sM07024, 0,01 mM H3BO4, and 0,02 mM Fe(lI1)-EDTA, pH 6,0) neveltiik tovabb 4-
5 hétig. A novénynevelés soran a kontrollalt koriilményeket egy Fitoclima S 600 PLH
(Aralab, Portugalia) novényneveld klimakamra segitségével biztositottuk, 12/12 oOrés
nappal/¢j ciklus, 25/20 °C-os homérséklet és 70%-os relativ paratartalom mellett. A

megvilagitas erssége a levelek szintjén 120 umol foton m 2 s volt.

4.2. KISERLETI OLDATOK ES KEZELES

A kitozan pH 7 felett vizes kozegekben is oldhatd, de oldhatosiga jelentdsen
novelheté natrium-acetat pufferekben, savas kornyezetben [157]. Az alacsony
molekulatomegii Kitozant (50-196 kDa, > 75% deacetilacios fok - Sigma-Aldrich,
Magyarorszag) ezért 100 mM natrium-acetat pufferben (pH 3,63) oldottuk fel, 10 mg ml™
koncentracioban, majd ezt a késObbi kisérletek soran torzsoldatként hasznaltuk. A
torzsoldat higitaisa 10 mM MES, 10 mM KCI és 100 uM CaCl; tartalma inkubacios
oldattal (pH 6,15 TRIS) tortént. A kisérleti oldatban a kitozadn végkoncentraciéja minden
esetben 100 pg ml™ volt. Kontroll oldatként minden esetben 1 mM natium-acetat tartalmu
inkubacios oldatot alkalmaztunk. A kezelések soran a 3.-4. levélemeleten talalhato teljesen
kifejlett levelek abaxialis epidermiszét ecseteltiik vagy permeteztiik be a kisérleti oldattal.
A kezeléseket annak megfelelden, hogy a sztomanyitdédds megakadalyozasat vagy a
zarddas indukalast tliztiik ki célul, hajnali 4:00 és 5:00 6ra kozott (sztdomanyitodas gatlas)
vagy déleldtt 10:00 orakor (sztomazarddas indukcio) végeztiik el. A kontroll ndvények

levelét kitozant nem tartalmaz6 inkubacids oldattal ecseteltiik vagy permeteztiik be.

NO donorként GSNO-t (Sigma-Aldrich, Magyarorszag) alkalmaztuk. A donor
molekulat az inkubacidés oldathoz adtuk, majd a GSNO fotolizisét, igy a NO

felszabadulasat 500 pmol foton m2 s fehér fénnyel valé megvilagitassal biztositottuk.
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A H;0,-dal torténd kezelések esetén, a H,O,-t 100 uM végkoncentracioban
alkalmaztuk. A 30 %-os tomény H,0; torzsoldatot (Reanal, Magyarorszag) az inkubacios
oldattal higitottuk Ki.

4.3. ANO KONCENTRACIO MEGHATAROZASA

A GSNO oldatban keletkezett NO mennyiségét NO-elektrod (ISO-NOP; World
Precision Instruments Inc., USA) segitségével hataroztuk meg. Az elektrod kalibralasa
soran a gyartd altal megadott utasitasokat kovettiik, vagyis kiillonbozd térfogatt SNAP
oldatot csepegtettiink pH 4 kémhatasa Cu®* oldatba (pH beallitas kénsavval). A NO-t
tartalmazo oldat egy gyors oldatcseréld rendszer (ALA Science, USA) segitségével jutott a
kisérleti talkaba, amely egy inverz epifluoreszcens mikroszkdp (Zeiss GmbH,

Németorszag) munkaasztalara volt rogzitve.

4.4, SZTOMA PORUSATMERO MEGHATAROZASA

A légrések atmérdjének meghatarozasahoz frissen készitett epidermisz nyuzatokat
hasznaltunk, majd a nylGzatok random moddon kivalasztott teriileteir6l mikroszkop alatt
(Nikon Eclipse TS-100, Nikon Instruments, Japan) felvételeket készitettiink. A digitalis
felvételeken a porusatméréket kalibraciot kovetéen az ImagePro 5 program (Media
Cybernetics, USA) segitségével mértiik le, és pm egységekben fejeztiik ki. Minden kezelés
esetében legalabb 90 db sztomat vizsgaltunk meg.

4.5. EPIDERMISZ NYUZATOK ELOKESZITESE A ZAROSEJTEKEN VEGZETT
MICROSCOPY-PAM MERESEKHEZ

A Kkisérleteinkhez 4-5 hetes Vicia faba novények 3.-4. levélemeletér6l szarmazo
teljesen kifejlett levelek abaxidlis epidemisz nyuzatait hasznaltuk fel. Annak érdekében,
hogy a mezofillum sejtek, vagy a nyuzas soran keletkezett mezofillum térmelékbdl
szarmaz6 klorofill a fluoreszcenciat kizarjuk, a f6 ereket szikével eltavolitottuk, majd a
nyuzatokat 5 percig a hipoozmotikus inkubaciés oldaton usztattuk. A megtisztitott
nyuUzatokat ezutan friss inkubacios oldatba helyeztiik, ahol a kisérlet megkezdéséig, de nem
tovabb, mint fél ordig taroltuk dket. A mérések eldtt a nylizatokat egy vékony, fedélemez
alju Petri-csészébe rogzitettiik egy fémhalo segitségével. A kisérleti oldatokat (inkubacios
oldat, GSNO, kitozan) egy gyors oldatcseréld rendszer hasznalataval jutattuk a sejtek

kornyezetébe.

Az ozmotikus sokk okozta esetleges karos hatdsok kiszlirésére életképességi

teszteket végeztiink (neutral voros és fluoreszcein-diacetat festések, Microscopy-PAM), de
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sem a festések, sem pedig a fotoszintetikus paraméterek esetében nem volt tapasztalhatd

eltérés a kezelt és a kezeletlen mintak kozott.

Ellendrzésképpen Osszehasonlitottuk a kiilonb6zd helyrdl szarmazo (3. vagy 4.
levélemelet) vagy kiilonboz6 koru (4 és 5 hetes) levelek zardsejtjeinek fotoszintetikus

aktivitasat is, azonban eltérést itt sem tapasztaltunk.

4.6. KLOROFILL A FLUORESZCENCIA MERESEK MICROSCOPY-PAM
FLUORIMETER SEGITSEGEVEL

A Microscopy-PAM modszer alapja az impulzus amplitiddé modulalt eljaras, mely
akar egyetlen sejt fluoreszcencia indukcidjanak rogzitésére is alkalmas. Az elrendezésben
(8. abra) a Microscopy-PAM rendszer egy inverz fluoreszcens mikroszkdphoz (Axiovert
40 CFL, Zeiss GmbH, Németorszag) csatlakozik. Esszencialis elemei a kék fényemittalo
dioda (LED, NSBG 500, Nichia, Japan), mint az impulzus-modulalt méréfény forrasa, a
miniatlir fotoelektron-sokszorozé (PC/PM-MC, Walz GmbH, Németorszag) és az Orajelet
szolgaltato PAM-Control egység (Walz GmbH, Németorszag). A modulalt kék fény
el6szor egy kék sziiron (BG39, Schott, Németorszag) halad at, majd egy dikroikus tiikorrol
(R65, Balzers, Liechtenstein) visszaverddve az objektiv (20X, NeoFluar tipust, Zeiss)
segitségével a mintara fokuszalodik. A minta altal kibocsajtott vords fluoreszcens fény az
objektiven, a dikroikus tiikkron, majd egy masodik dikroikus szliron (DT Sarga, Balzers) a
detektor felé halad tovabb. A szlir6k azt a célt szolgaljak, hogy a voros fluoreszcens
fénybdl kiszlirjék a gerjesztési és/vagy a kék méréfény maradékat. Tovabb haladva a fény
az okular iriszén (mellyel a vizsgalni kivant teriilet nagysaga allithatd be), majd egy voros
szir6n (RG645, Schott) jut at, ami a fotoelektron-sokszorozot védi a maradék szort kék
fénytl. Az emittalt fotonok a fotoelektron-sokszorozoban a fotoelektromos effektus
hataséra elektronaramot keltenek, a gyenge jel az elektronokat gyorsitd elektromos tér
miatt felerdsodik. A PAM-Control egység feldolgozza, majd a szamitogép felé tovabbitja a
beérkezo jeleket. A kék fotodidda egyszerre szolgal a mér6fény, az aktinikus fény (AL) és
a telitd fényimpulzusok (SP) forrasaként, melyhez az impulzusok hosszat és frekvenciajat

szabalyozza (8. abra).
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8. abra A Microscopy-PAM rendszer felépitése (Microscopy-Pam kézikonyv alapjan)

4.7. FLUORESZCENCIA INDUKCIO ES KIOLTAS ANALIZIS

A PSll-ben abszorbealt fotonok energidja haromféle modon hasznosulhat: 1.
toltésszétvalasztas soran (fotokémiai munka), 2. hé formajaban disszipalodhat, 3. vords
fluoreszcencia formdjaban reemittdlodhat. E harom folyamat egymassal kompeticioban
van, barmelyik hatékonysdgianak novekedése a tobbi csokkenését vonja maga utdn. A
Klorofill a fluoreszcencia tehat informaciot nytjt a fotokémiai hatékonysagrol és a
hdédisszipaciordl, ezért a mérésén alapuld modszereket eldszeretettel alkalmazzdk a

novényi stresszfiziolodgia szdmos teriiletén.

Az alkalmazott fényintenzitasokat a mikroszkop alatt egy piciny fénymérdvel, a

Micro Quantum Sensor-ral (MC-MQS, Walz GmbH, Németorszag) mértiik le.
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A mérések el6tt az epidermisz nyuzatokat 15 percig sotétadaptaltuk, a
fluoreszcencia minimumanak és maximumanak (F, és Fp) pontos meghatarozasahoz. Az
Fm mérésére 0,8 s hosszasagi SP-t alkalmaztunk. A sotétadaptalt PSII maximalis
kvantumhatasfokat (F./Fp) Kitajima és Butler [158] leirasa alapjan hataroztuk meg, ahol F,
= Fn—Fo.

A gyors fényvalasz gorbéket (RLC) a Wincontrol program 8, egyenként 30
masodperces fényintenzitas 1épcsét alkalmazo protokolljaval mértiik ki. Az egyes 1épcsék
egyre ndvekvé AL-t jelentenek 32-t31 435 pmol foton m™ s fényintenzitasig. Az egyes
AL-k végén egy SP alkalmazasaval hataroztuk meg a fényadaptalt minta maximalis
fluoreszcencia értékét (Fr,’). Bar a rovid AL szakaszok miatt a zardsejtek fotoszintetikus
aktivitasa egyik fényintenzitas esetén sem tud egyensulyi allapotba jutni, a modszer
elénye, hogy az elektrontranszport fénytelitésérél megfeleld informacidt nyudjt és joval
tobb adatot szolgaltat, mint ami az egyszerli indukcids gorbébdl kideriilhet. A fotokémiai
kioltasi egyiitthatot (qP), mely a nyitott PSII reakciocentrumok (RC) részaranyat becsiili
nem-kapcsolt RC-k esetén, a Schreiber [159] altal leirt Gsszefliggés alapjan hataroztuk
meg. Eszerint gP = (Fn' — F)/(Fn' — F’), ahol F’ az megvilagitott minta fluoreszcencia
hozamat mutatja kozvetleniil SP eldtt, az F,” pedig a megvilagitott minta fluoreszcencia
minimuma. Mivel a Microscopy-PAM fluoriméter mikodési elve miatt tavoli-vords fény
segitségével nem tudjuk F,’ értékét pontosan meghatarozni, az Oxborough és Baker [160]
altal leirt kozelitést alkalmaztuk, miszerint F,” = 1/(1/F, - 1/Fy + 1/Fy’). A PSII RC-k
kozti kapesoltsagot feltételezve a fotokémiai kioltasi egyiitthatot gL paraméterrel becsiiltiik

az alabbi Osszefliggés alapjan: gL = qP-(F, /F") [161].

A megyvilagitott, miikodé PSII fotokémiai kvantumhatisfokat, roviden effektiv
kvantumhatasfokat (@ps)|) a kovetkez6, Genty [162] altal leirt 6sszefiiggéssel szamoltuk:
Dpgy = QP(Fy/Fy’), ahol F,' = Fy’ — Fy. F/Fy’ a fényadaptalt PSII maximalis
fotokémiai kvantumhatasfokat becsiili. Masképpen, e paraméter annak a valdsziniiségét
irja le, hogy az antennarendszerben abszorbealt foton (exciton) eléri a nyitott RC-t, és ott
fotokémiai eseményt valt ki. Konnyen belathato, hogy a hdékibocsatassal jard lecsengési
folyamatok ezt csokkentik, emiatt F,/Fp’ és a nem-fotokémiai kioltds egymassal
forditottan aranyos paraméterek. Azt, hogy F,/F,’ maximalis fotokémiai
kvantumhatasfoknak egy adott pillanatban mekkora része realizalodik (@psyi), a nyitott RC-

k részaranya mutatja meg (QP).
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A PSII rendszeren keresztiili lineédris elektrontranszport sebességét (ETR) a
kovetkez6 egyenlet alapjan szamoltuk ki: ETR = &pg); - PPFD - A - fpgy, ahol PPFD a
fotoszintetikusan aktiv (400-700 nm) fotonaram siiriség [umol foton m? s'l], A a beeso
fényintenzitds maximalis abszorpcidja, a fps; pedig a PSll-re jutdé fénymennyiség

részaranya. A és fpg) értékét konstansnak, rendre 0,84 és 0,5 értékiinek tekintettiik.

A nem-fotokémiai kioltast a Stern-Volmer tipusti nem-fotokémiai kioltassal (NPQ)

becstiltik melyben az Fp, csokkenésének mértékét a kioltds utdni Fp," szintre normaltuk:

NPQ = (Fn— Fn)/Fn' [163].

4.8. A H,0, ES A NO KVALITATIV VIZSGALATA FLUORESZCENS JELOLOK
SEGITSEGEVEL KONFOKALIS LEZER PASZTAZO MIKROSZKOP
HASZNALATAVAL

A levelek abaxidlis epidermiszébe jutatott fluoreszcens jeloldket konfokalis 1ézer
pasztazd mikroszkép (Olympus FV1000 LSM, Olympus Life Science Europa GmbH,

Hamburg, Németorszag) segitségével vizsgaltuk.

A H,0;, detektalasdhoz Amplex Red-t (AR, 10-acetil-3,7-dihidroxifenoxazin)
(Molecular Probes Invitrogen, Carlsbad, CA) hasznéltunk. El6szér 10 mM-s torzsoldatot
készitettliink, ezt szobahOmérsékleten, soOtétben taroltuk. A kisérletek el6tt 1 mM
koncentracioji AR oldatot készitettink 10 mM foszfat pufferben (pH 7.4), amit
felhasznalasaig szintén sotétben tartottunk. Peroxidazok jelenlétében az AR reakcioba Iép a
H,0O,-vel ezzel az erésen fluoreszkald Resorufint 1étrehozva [164]. A Resorufin 543 nm-s
HeNe lézer segitségével gerjeszthetd, igy a fluoreszcencidja 585 és 610 nm kozott

detektalhato.

A kontroll és a kitozan-kezelt novények levelein egy hegyes tii segitségével egy
apro lyukat ejtettiink, iigyelve arra, hogy csak a fondk epidermisz sériiljon. A sériilésen
keresztiil egy fecskend6 segitségével a levelek belsejébe injektaltuk az 1 mM-s AR oldatot.
Az 5 perces sotét inkubacio elteltével az injektalastol tavolabbi részeket Kimetszettiik, majd
azt két fedélemez kozé szarazon (mivel a fiird6oldat a keletkezett Resorufin gyors

kidiffundalasat segitette), nytzas nélkiil rogzitettiik.

A zarésejtekben  megjelend NO-t  4-amino-5-methylamino-2',7'-difluoro-
fluoreszcein diacetattal (DAF-FM DA, Sigma-Aldrich, Hungary) jeloltiik. A DAF-FM DA

a sejtekbe bejutva az észterdzok aktivitdsanak kdoszonhetdéen elvesziti a két acetil
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csoportjat, igy képes a dinitrogén-trioxid (N,O3) kotésére, 1étrehozva a fluoreszcens N-
nitrozilalt diamino-fluoreszcein format. Ennek fluoreszcenciaja 488 nm-s HeNe 1ézerrel
torténd gerjesztés esetén 500 és 510 nm kozott detektalhato [165]. A kisérletek soran a
kontroll és kitozan-kezelt levelekr6l epidermisz nyuzatokat készitettiink, melyekhez
sotétben 10 uM fluoreszcens jelolot adtunk. 15 perc elteltével a mintakat inkubacios
oldattal atmostuk, majd 5 perccel késdbb a nyuzatokat két feddlemez koz¢ rogzitettiik, és a

zarosejtekben a NO felhalmozodasat megvizsgaltuk.

A zéarosejtek sejtmagjait 1 mg/ml Hoechst 33258 nukleinsav festékkel
azonositottuk, aminek a bejuttatasat 1% Silwet L77 detergens parhuzamos alkalmazasaval
segitettiik el6. A kloroplasztiszokat az emittalt klorofill a fluoreszcenciajuk alapjan

azonositottuk.

4.9. STATISZTIKAI ANALIZIS

A statisztikai elemzések soran az egyes napok, vagy kezelések, festések atlagait
hasonlitottuk dssze Student-féle t-proba segitségével, Origin Lab 8.6 program (OriginLab
Corporation, USA) hasznalataval.
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5. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

5.1. AKITOZAN A SZTOMANYITODAST HAJNALBAN GATOLJA,
NAPKOZBEN PEDIG TOVABBI NYITODAS- GATLAST ES ENYHE ZARODAST
OKOz

A novényi sejtek, igy a zarésejtek is nagyszamu sejtfelszini receptorral
rendelkeznek plazmamembranjukban, melyek a legkiilonfélébb MAMP vegyiilet
felismerésére képesek [3]. A kitozan érzékelésére eddig két lehetséges receptort talaltak, az
egyik a kitin elicitor-kot6 fehérje (CEBiP) [12] a masik pedig a rizs (Oryza sativa) Kitin
elicitor receptor kinaza (OSCERK), ami a rizsben nélkiilozhetetlennek tlinik a Kkitin
fragmentumok érzékelésében. Amig a CEBIP esetében a komplex képes megkotni a kitin
fragmentumokat és elinditani a jelatvitelt, addig az OSCERK egy olyan receptor kindz
csaladd tagja, amely a kitin fragmentumok érzékelését kovetden kindz fehérjék jelenlétét

igényli a jelatviteli utak elinditasahoz [11].

A sztobmanyitédas és zarddas igen szerteagazo jelatviteli utak és transzporterek
aktivalodasat igényli. Mivel a kitozan hatdsat egyarant kifejtheti a nyitédashoz és a
zarddashoz sziikséges folyamatokra, igy a kezeléseket két f6 csoportra osztottuk. Az
egyikben a kezelést hajnalban, sotétben végeztiik, mikor a sztdomak jelentés hanyada még
zart allapotban volt, a masik tipust kezelésre pedig nappal kertilt sor, mikor a sztomak mar

részben vagy teljesen nyitva voltak.

A hajnali kisérletek sordn a levelek fonak epidermiszét kitozan-mentes (kontroll) és
kitozant tartalmazo inkubacids oldattal ecseteltiik be sotétben, 5:30-kor. Amikor a
novénynevelé kamraban program szerint reggel 6:00 orakor elindult a megvilagitas, a 9.
abran megjelolt idopontokban nyuzatokat készitettiink, azokat mikroszkop alatt lefotoztuk,
¢és a sztdmanyilas atméréket meghataroztuk. 6:00 6rakor a sztdomak még zart allapotban
voltak, az atlagos sztomaporus atmérdjiik 5.1 = 0.1 pm volt. A megvilagitas hatdsara, a
kontroll novények esetében ez délutan 14.00 6rdra a maximumara, 14.5 £ 0.5 um-re
emelkedett, majd a sztomak zarodni kezdtek. A kitozan-kezelt névények esetében 14:00-

kor az 4tlagos sztomapodrus atmérd mindossze 6.4 £ 0.8 pm volt (9. dbra; A).

Annak érdekében, hogy a kitozdn sztdmazard hatsat is megvizsgaljuk, a

novényeket kozel teljes sztomanyitottsag mellett 10:00 orakor kitozant tartalmazod vagy
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kitozan-mentes inkubdacios oldattal kezeltiik. A nytzatkészitést 10:00-kor kezdtiik, majd a
9. abran feltiintetett idopontokban folytattuk. A kezelés idOpontjdban az atlagos légrés
atmérd 9.3 = 0.9 um volt, ami a kontroll névények esetében 14:00-ra 13.6 + 0.2 um-re
emelkedett. A kitozan-kezelt novények esetében a kezelés végére a kiindulasi allapothoz
képest enyhe zarodast tudtunk megfigyelni (8.1 = 0.5 um), a kontrollra jellemzé tovabbi
nyitdodas mindvégig elmaradt (9. abra; B). A kitozan-kezelt névényeket a kezelést kovetd
napon is megvizsgaltuk, am ekkor mar nem tapasztaltunk eltérést a kontroll névényekhez

képest.

A kovetkezo kisérletsorozatban arra voltunk kivancsiak, hogy vajon a parenchima
réteg mezofillum sejtjeinek szerepiik van-e a kitozan-kezelés hatasara bekovetkezd
sztomanyitodas elmaradasaban. Ennek kivizsgalasara 5:30-kor és 10:00-kor epidermisz
nylzatokat készitettiink, melyeket kitozant tartalmazo, vagy kitozan-mentes inkubacios
oldatba helyeztiink. A nyuzatokat felhasznalasukig 150 umol foton m?s? fényintenzitason
tartottuk. A felvételek készitésének idopontjai megegyeztek az el6z0 kisérletben leirtakkal.
Azt tapasztaltuk, hogy a korabbi kisérlethez nagyon hasonld eredmények sziilettek,
nevezetesen a Kitozan hatasara a hajnali kezelés esetén zarva maradtak a sztomak, mig a
délelétti kezelés esetén enyhe zarddas volt csak megfigyelhet6, igy a kitozan-kezelt levelek

mezofillum sejtjeinek sztomamozgasra gyakorolt hatasat kizartuk.
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9. dbra A sztomapbrus atmérék valtozasa kontroll és 100 pg ml™ kitozan-kezelt (CHT)
novények esetében a nap folyaman. A kezelések 5:30-kor (A) vagy 10:00-kor (B)
torténtek. A feltlintetett értékek harom biologiai ismétlés egyenként 90 mintdjanak
atlagabol szamitott atlagat mutatjak a standard deviacié (= SD) megjelenitésével.

A kitozan hatasara, hajnali kezelés esetén sztomanyitodas gatlast, mig nappali

kezelés esetén is csak enyhe sztomazarodast figyeltiink meg. Ez azt bizonyitja, hogy a
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Vicia faba zardsejtje képes a kitozan érzékelésére, rendelkezik megfeleld receptorral, és
képes a megfeleld jelatviteli utak bekapcsolasdra. A sztomamozgasok hatterében a
plazmamembran (PM) és a tonoplaszt membranpotencidljanak megvaltozasara aktivalédo
vagy inaktivalodo transzporterek allnak. A sztomanyitddas (PM hiperpolarizacid) és
zar6das (PM depolarizacid) soran egyarant a K* ioncsatorndk tdltik be a legfontosabb
szerepet. A fényaktivalt nyitodas soran kozvetetten a PM H'-ATPaz miikodésének hatasara
aktivalodnak a befelé egyeniranyitdé K'-csatornak. A zarédas soran az R- és S-tipusu
(gyorsan ¢és lassan aktivaldodo) anion csatornak egy hosszi, elnyujtott PM depolarizaciot
okozva aktivaljak a kifelé egyeniranyito K'oy-csatorndkat. Koers és munkatarsai [166]
kimutattak, hogy arpa esetében a kitozdn az S-tipust anion csatorndk hosszl, konstans

aktivalodasat okozva sztomazarodast valt ki.

A kitozan a kisérleteink soran Vicia faba esetén viszont nem okozott erds
sztomazarodast, de meggatolta a sztdomanyitddast. A napkodzbeni erételjes sztomazarodas
elmaradasanak egyik oka feltehetden a nagy mennyiségben termel6do jelatvivé molekula,
a NO egyik, Sokolovski és munkatarsai [115] altal kimutatott hatasaval magyarazhato.
Eszerint a NO a zarosejtek K'oy ionaramat biztosit6 GORK ioncsatornat S-nitrozilalja,
ezaltal inaktivalva azt. Mikodéképes GORK ioncsatornak hianyaban pedig a zarosejtek

képtelenek a sztomazarodas kivaltasara.

5.2. AKITOZAN SZEREPE A ZAROSEJTEK JELATVITELENEK
ALAKITASABAN

A zardsejtek MAMP-ra és ABS-ra adott valaszreakcidja sok hasonldésagot mutat,
mindkét esetben az S-tipusu anionaramok aktivalodnak és gyors sztomazarddas torténik
[167, 168]. Receptoraikat vizsgalva azt talalhatjuk, hogy mig az ABS esetében
intracellularis és extracellularis receptorok feleldsek az érzékelésért [169], addig MAMP
esetében az érzékelés a sejtfelszinen megy végbe [7]. Az ABS és MAMP érzékelését
koveto jelatviteli utak tobb k6zos komponenst is tartalmaznak. Arapidopsis-ban, a zarosejt
specifikus OST1 protein kindz aktivaléddsa nélkiilozhetetlen a sztomazardodas
kivaltasahoz, mind az ABS, mind pedig példaul az flg22 esetében [24, 170]. Az OST1
kindzrdl nemrégen mutattak ki, hogy képes egy S-tipusi anion csatorna, a SLACI
aktivalasara [59, 171], utalva arra, hogy az OST1 allhat a MAMP-aktivalt anionaram
hatterében is. Mindennek ismeretében érdekes, hogy a kisérleteinkhez hasznalt Vicia faba

esetében a kitozan nem okozott erds sztomazarodast.
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Mind a MAMP, mind pedig az ABS jelatvitelében megtaldlhatéak a ROS és a NO
jelatvivé molekulak [172-176]. Srivastava és munkatarsai [106] kimutattak, hogy borso
novények esetében mar 5 ug ml™? kitozan is jelentds ROS és NO novekedést indukalt.
Megfigyelték, hogy mar 5 perccel a kitozan-kezelést kovetden elsdként ROS (féleg H,0,)
jelenik meg, mig a NO koriilbeliil csak 1 ora elteltével mutathatd Ki. Igazoltak azt is, hogy
a 2-(4-karboxifenil)-4,4,5,5-tetrametilimidazolin-1-oxil-3-oxid (cPTIO), mint NO kiolt6
vegyiilet, a natrium-volframat, mint a NR gatloszere, az L-NAME (N-nitro-L-Arg-metil-
észter), mint NOS-inhibitor, a katalaz vagy a DPI (difenilén-jodonium), mint a NADPH-
oxidaz gatloszerének alkalmazasa révén elmaradt a kitozan-indukalt sztomazarodas.
Mindez a H,0O; és a NO fontos szerepét bizonyitotta a kitozan-indukalt sztomazarodasban.
A tovabbiakban arra voltunk kivancsiak, hogy vajon Vicia faba zarosejtekben is

kimutathato-e a kitozan-kezelést koveté H,O, és NO felhalmozodas.

5.2.1 AKITOZAN-KEZELES HATASARA KELETKEZO HoOy DETEKTALASA

A kitozan-altal kivaltott H,O, szubcelluldris szinten torténd vizsgalatdhoz egy
specifikus H,0, jelolét, az AR-t alkalmaztuk. Azt tapasztaltuk, hogy a kitozan-kezelt
mintakban a HyO, elsésorban a kloroplasztiszokban és a sejtmagvakban halmozodik fel
(10. abra, C). A 10. D abra a kontroll és kitozan-kezelt mintak atlagos, relativ AR
intenzitasat mutatja be, amely alapjan kijelenthetjiik, hogy a kitozdn hatasara, mar 1 6ra
utan H,0, termelédik. A kloroplasztiszokon beliili H,O; eloszlasat megvizsgalva (10. abra,

G-I), kidertilt, hogy a H,O; els6sorban a sztromaban jelolodik.

Fontosnak tartottuk annak vizsgalatat is, hogy a kitozan oldodasat segité natrium-
acetat okoz-e H,O; termelddést. Mivel 1 mM natrium-acetatot tartalmazé inkubacids oldat
és a natrium-acetat-mentes inkubacids oldat hatdsa kozott nem tapasztaltunk szignifikans
eltérést (10. abra A ¢és B), a késobbi vizsgalatok soran kontrollként csak az 1 mM natrium-

acetatot tartalmazo inkubacios oldatot hasznaltuk.
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Kontroll CHT

10. abra A specifikus H,0; jelolé AR eloszlasa a kontroll (A), acetatos kontroll (B) és
kitozan-kezelt (C) levelek esetében. Az atlagos AR intenzitasok (D) jol mutatjak, hogy a
kitozan hatasara megemelkedik a H;O, szintje az acetatos kontrollhoz képest. A H,0;
elsdsorban a kloroplasztiszokban, ezen beliil is feltehetden a sztrémaban (G-I), és a
sejtmagvakban halmozodott fel. A sejtmagok azonositasara Hoechst 33258 festést
alkalmaztunk (E-F). A G-I jelii képeken a voros szin a klorofill autofluoreszcenciajat, mig
a zo0ld szin az AR fluoreszcencidjat mutatja. Az F jelli képen a kék szin a Hoechst 33258
festék altal megfestett sejtmagokat mutatja.

5.2.2. AKITOZAN-KEZELES HATASARA KELETKEZO NO DETEKTALASA

A Hy0, jelatvivot is magaba foglald, sztomazarddast kivaltod jelatviteli utnak egy
masik komponense a NO. Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk, hogy a kitozan-kezelés

hatasara vajon keletkezik-e NO, a kontroll és a kitozan eldkezelt levelekbdl nyuzatokat
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készitettiink, melyeket 10 uM DAF-FM specifikus NO jelolével festettiink meg. A 11.
abran jol lathat6, hogy a kontroll nyuzatok esetében a voros klorofill autofluoreszcencian
kiviil, csak nagyon alacsony, zold szinnel jelolt DAF fluoreszcencia figyelheté meg (A),
mig a Kitozan-kezelt mintakon a magas DAF fluoreszcencia volt tapasztalhato (B). Az
eredmények alapjan tehat kijelenthetjiik, hogy a kitozan-kezelt mintakban, a kontroll
mintdkhoz viszonyitva 1 ora elteltével jelentés NO felhalmozodas torténik. Jol lathatod
tovabba az is, hogy a NO sejten beliili eloszlasa hogyan valtozik meg a kitozan-kezelés
hatdsara: mig a kontroll zardsejtek esetében az alacsony DAF jel elsdsorban a
kloroplasztiszokbdl szarmazik, addig a kitozan-kezelt mintakban a citoplazmaban, a porus
koriili sejtfalakban ¢és a kloroplasztiszokban is megndvekedett DAF fluoreszcenciat

tudtunk detektalni.

Kontroll

11. abra Az A-B abrakon a 10 uM DAF-FM-mel jelolt kontroll (A) és kitozan eldkezelt
(B) nytzatok mikroszkopos felvételeit lathatjuk. A kis nagyitasu felvételeken jol lathato a
kiilonbség a kontroll és a kitozan-kezelt mintdk sztomai kozott (zold — DAF
fluoreszcencia, piros — klorofill autofluoreszcencia). A C-F abrakon ugyanez figyelhetd
meg egy-egy sztoma esetén, ahol jol lathatd, hogy a DAF fluoreszcencidja elsdsorban a
Kloroplasztiszokbdl, a porus koriili sejtfalakbol és a citoplazmabol szarmazik.
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5.3. A KITOZAN SZEREPE A ZAROSEJTEK FOTOSZINTEZISEBEN
5.3.1 A HAINALI KITOZAN-KEZELES GATOLJA ETR NOVEKEDESET

A kitozan hatdsara bekovetkezd nyitddasgatlds hatterében a zarosejtek oOnalld
fotoszintetikus aktivitasabol szarmazo ATP illetve NADPH szintjének csokkenése is allhat.
Annak felderitésére, hogy a kitozan befolyasolja-e a zardsejtek fotoszintézisét, a kontroll
és kitozan-kezelt zarosejtek RLC gorbéit vetettiik Ossze. Ehhez az intakt leveleket, 30
perccel a hajnali megvilagitas el6tt a kezelési oldatokkal bepermeteztiik, majd a jelzett
idépontokban friss epidermisz nyuzatokat készitettiink. A nyuzatokat a mérések elott az
inkubacios oldatban 15 percig sotét adaptaltuk. Megallapitottuk, hogy a kontroll levelekrél
készitett nyuzatok zaroésejtjei reggel 6.00 o6rakor barmely AL fényintenzitas esetében
alacsony ETR értéket mutattak. Az ETR maximalis értékeit (ETRmax) tekintve mindez
déleléttre jelentésen emelkedett, mig délutanra enyhén csokkent (12. abra; A-B). Ezzel
ellentétben, a kitozan-kezelt zardsejtek, a nap folyaman barmely AL intenzitason

minimalis ETR értékkel rendelkeztek (12. abra; C-E).

40



EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

1 A B
0 ™
o e | ]
E s
@ 12 n
g u B Kontroll X
S0 R O CHT o
5 - i
E s ® e 2
:.% a0 O Q
B 64 ."": : 0]
Q
4 T T T T T 0
06:00 08:00 10:00 12:00 14:00 Kontroll Kontroll CHT
Id6 (6ra) 6:00 11:00 12:00
6 — 6
.
5k C 5k D . . :

IS
T

.

~
T

w
LATY)
[~

T

Kontroll, 11:00

.

Kontroll, 8:30

ETR (umol m?s™)

ETR (umol m” s™)

: __oCHT, 12:00°
°r * CHT, 9:20° of Logfr——m ——
(Il 160 260 SC‘JD 4(;0 500 fl) 160 Z(IJO 360 460 500
PPFD (umol m” s”) PPFD (umol m”s”)

@

@
T

IS
T

w
T

ETR (umol m?s™)

CHT, 16:00,

o
T

0 100 200 300 400 500
2 -1
PPFD (umolm™s™)

12. dbra A sztdmanyilds atmérdjének €s a zarosejtek fotoszintetikus aktivitasanak idobeli
Osszefiiggése. Az A abra a sztomanyilasok atmérdjét, a B abra a jelzett idépontokban mért
ETRmax értékeket mutatja. Jol lathatd, hogy a hajnali kontroll mintak (6:00) alacsony
ETRmax értékkel rendelkeztek, mely a kontroll mintak esetében délel6tt (11:00) erdteljesen
megemelkedett, mig a kitozan-kezelt (CHT) zarosejtek (12:00) a hajnali mintahoz hasonlo
alacsony értéket mutattak. A C-E dabrdkon nyomon kovethetjik az RLC gorbék
napkozbeni, kontroll és kitozan-kezelést kovetd valtozdsat. Az egyes dbrakon
idépontonként 3-4 mérés (fekete korok — kontroll mintak, fehér korok — kitozan-kezelt
mintak) atlagait abrazoltuk (fekete vonal — kontroll ETR értékek atlaga, sziirkevonal —
kitozan-kezelt mintdk ETR-értékeinek atlagai).
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5.3.2. AFOTOSZINTETIKUS PARAMETEREK ALAKULASA HAJNAL| KITOZAN-KEZELES UTAN

A kitozan-kezelés hatdsara bekovetkezd elektrontranszportlanc gatlas hatterét
kutatva megvizsgaltuk az RLC protokoll soran mért egyéb fluoreszcencia paraméterek
alakulasat is. A 13. abra a hajnali kitozan-kezelés hatasat mutatja az F./Fn, a ®pgy, az

NPQ, az F, /Fy’, agL és a P paraméterek esetében.

A 15 perces sotétadaptaciot kovetden sotétben mért maximalis kvantumhatasfok
zardsejtekre jellemzo 0,7 korili értéke a kitozan-kezelés hatasara 0,57-re csokkent (13.

abra, B). Ennek hatterében elsdsorban az F, csokkenése all (13. abra, A).

Az RLC gorbék felvétele soran megfigyeltiikk, hogy a kitozan-kezelt mintak
esetében a relativ fluoreszcencia hozam a kontrollhoz képest magasabb volt, mig a ®pg)
értékek a kontrollhoz képest szignifikansan alacsonyabbak voltak minden egyes AL
intenzitasnadl. Az ETR paraméter értékei ennek megfeleléen szintén alacsonyak voltak

minden egyes AL intenzitasnal (13. abra, E).

A 13. abran lathato, hogy @ps)) csokkenéséhez a qP és az F, /Fy, " csokkenése is, bar
mas és mas modon, de egyarant hozzajarul (13. abra, C, D, H)). Az F,’/F,’ paraméter
esetében a kitozan-kezelés, minden AL intenzitds mellett nagyjdbol azonos mértékii
csokkenést okozott, a P paraméter viszont az 50-200 umol foton m?st AL tartoményban
csokkent a legnagyobb mértékben. A kapcsolt reakcidocentrumokat feltételezd fotokémiai

kioltas, qL, a gP-hez nagyon hasonl6 modon csdkkent a kitozan-kezelés utan (13. abra, G).

Az NPQ szintén jelentds mddon redukaldédott minden AL intenzitas esetén (13.
abra, F).

42



EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

1000

Kontroll @ Kontroll
£ A CHT al E O~ CHT
] —~

o
[ ]
N h 6|
3 &‘ E 3 ]
S 500 F \\L o PY ®
E E
P ~—
> o 0-0-0O
= P d Lo ®
T e e A L SR £ o o
] ' w Q
o [l ¥
i 1 2 3 4 5 3 0 100 200 200 200
Ids (perc) PPFD (umol m*s™)
os| B os| F .
n
i T 02} n '
£
w o [ ]
N 04} o A
L-L) P 0,1 . fu]
(]
02+ 0 o
0 W Kontroll
00} @ O CHT
e Kontrol CHT 0 100 200 300 400
ontrol .
PPFD (umol m*s™)
osl . = - 1 : : - . :
—4&— Kontroll
g gi'”;m” 02 -A-CHT
*
02F
5 | ¢ . &x
? - 01 KA =
Q * ) l
ot o | ¢ A4
& . |\A.,_, 1 A
-6 * | P~p_ A
& O & o 0ot I —& a
'TC G
0 100 200 300 400 o 100 200 300 200
PPFD (umol m?s™) PPFD (umol m*s™)
—W— Kontroll 04} @ Kontroll
—7—CHT O CHT
07 [ ]
03}
Yv. 3
- v‘*v O .
E Y—— 02}
= 5 % o e
W oe - o |
] \ . 01 f [ ]
W a ' ' 04
TT“v-qvi_*_"l‘*—f——- [ o ?
D -l Y T oot H o (]
e o S0 B Bt 0 100 200 300 400

PPFD (umol m*s™)

PPFD (umol m®s™)

13. abra A kontroll és kitozan-kezelt (CHT) zardsejtek RLC gorbéi soran mért relativ
fluoreszcencia hozam (A) ¢€s a fotoszintetikus paraméterek (B-H) valtozasai. A kezelés a
fény bekapcsoldsa (6:00) eldtt 30 perccel tortént, a méréseket 11:00 és 13:00 kozott
végeztiik el. Az egyes grafikonok 4 kiilonbozéd mérési nap atlagat és a hozza tartozo
standard deviacio értékeket (£ SD) mutatjak be.
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5.3.3. AFOTOSZINTETIKUS PARAMETEREK ALAKULASA NAPKOZBENI KITOZAN-KEZELES UTAN
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14. dbra A kontroll és kitozan-kezelt (CHT) zarosejtek RLC gorbéi soran mért relativ
fluoreszcencia hozam (A) és a fotoszintetikus paraméterek (B-H) valtozasai. A kezelés
napkozben (10:00) tortént, a méréseket 13:00 és 15:00 kozott végeztik el. Az egyes
grafikonok 3 kiilonb6z6 mérési nap atlagait és a hozza tartozo standard deviacio értékeket
(= SD) mutatjak be.
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A napkdzben, nyitott sztomaji leveleken alkalmazott kitozdn a zardsejtek
fotoszintetikus aktivitasaban nem okozott valtozast a kontroll kezeléshez képest. Sem a
relativ fluoreszcencia hozam emelkedését (14. abra, A) sem a korabban vizsgalt

fluoreszcencia paraméterek szignifikans csokkenését nem tapasztaltuk (14. abra, B-H).

Mivel a kitozan nem tud a zardsejtekbe bejutni, hatasat kizardlag azok jelatviteli
kaszkadjan keresztiil képes kifejteni. Annak kideritésére, hogy ez vajon hogyan

kapcsolodik a zardsejt fotoszintézisének gatlasahoz, tovabbi kisérleteket végeztiink el.

5.4 A KULSO H,0, KEZELES HATASA A ZAROSEJTEK FLUORESZCENCIA
PARAMETEREIRE

Vajon a zarosejtek kloroplasztiszaiban kitozan-kezelésre felhalmozodo H,0,
okozhatja-e a korabban megfigyelt valtozasokat? Erre vonatkozoan olyan kisérleteket
terveztiink, melyek soran Vicia faba epidermisz nytzatokat 100 uM H,0,-dal kezeltiink. A
kisérlet elején a H,O,-mentes inkubdacios fiirddoldatban 1évé zardsejteket 15 percig sotét
adaptaltuk és meghataroztuk az F,/Fp paraméter értékét. Ezutan a 8 1épésbol allo RLC
protokollt futtattuk a fénygorbék felvételéhez. A H,O, hatasanak kideritéséhez a talka
aljdra rogzitett nyazatot 15 percig sotétadaptaltuk ¢és ekdzben a flirddoldatot az
oldatcserélével a 100 uM H,0,-t tartalmazo inkubacids oldatra cseréltik. Az F./Fp
paramétert meghataroztuk és a HyOy-kezelt sztomakon az RLC gorbe protokolljat wjra
lefuttattuk. A kisérletek az alabbi eredményeket hoztak: a relativ fluoreszcencia hozam a
H.0,-kezelés hatasara minden esetben csokkent (15. abra, A), valamint az F,/Fn, a ®pg)), @
gP, az ETR és az NPQ paraméterek nem szignifikans mértékli csokkenésében is lathato
(15. abra, B, C, E, F, H). Az F,/Fy’ esetében kismértékli, am nem szignifikans mértéki
novekedést tapasztaltunk (15. abra, D). A kapcsolt reakciocentrumokat feltételezd
fotokémiai kioltas, a gL esetében a 200 pmol foton m? st AL-nal kisebb
fényintenzitdsoknal tapasztaltunk egyediil szignifikdns mértéki eltérést a kontroll
mérésekhez képest (15. abra, G). A gL paraméter, azaz a PSII hatékonysagi faktora
kismértéki emelkedésének hatterében a tilakoid-kapcsolt és a sztromaban 1év6 szolubilis
aszkorbat-peroxidaz enzim aktivitdsa allhat, mely a HO; redukdldsdhoz a linearis

elektrontranszportlanc elektronjait hasznalja fel.

Mivel a H,0,-kezelés nem eredményezett a hajnali kitozan-kezelésre jellemzo
valtozasokat, ezért a kovetkezOkben az exogén NO fotoszintézisre gyakorolt hatdsat

vizsgaltuk meg alaposabban.
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15.dbra A kontroll és HyO,-kezelt zardsejtek RLC gorbéi soran mért relativ fluoreszcencia
hozam (A) és a fotoszintetikus paraméterek (B-H) valtozasai. A kezelések az elsd mérést
kovetd sotétadaptaciod soran torténtek. A méréseket 13:00 és 15:00 kozott végeztiik el. Az
egyes grafikonok 3 kiilonb6z6 mérési nap atlagait és a hozza tartozo standard deviacié
értékeket (= SD) mutatjak be.
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5.5. ANO HATASA A ZAROSEJTEK FOTOSZINTETIKUS AKTIVITASARA

Korabbi in vitro és in vivo kutatasokra alapozva elgondolasunk szerint a NO
zardsejtekben a jelatviteli funkcidjan kiviil a fotoszintézis reverzibilis gatlészereként is
szerepelhet, nagyobb mennyiségben pedig a zarosejtek Calvin-Benson ciklusat is
gatolhatja. Jelen fejezetben Vicia faba abaxialis epidermisz nyuzaton sejtszintii klorofill a

fluoreszcencia méréssel in vivo probaljuk igazolni feltevésiinket.

5.5.1. AZ NO-DONOR GSNO SPECIFIKUSSAGA, FOTOLIZISE MELLEKTERMEKEINEK HATASAI
ES 4 GSNO-BOL FELSZABADULO NO MENNYISEGE

Miel6tt a NO a zarésejtek fotoszintetikus aktivitdsara gyakorolt hatasat megvizsgaltuk,
a kisérleteinkben hasznalt NO-donor GSNO specifikussagat és lehetséges mellékhatésait
tisztaztuk. Vicia faba ndovény abaxialis epidermiszének friss nylzatat egy fémhalod
segitségével a mérdtalka aljara rogzitettiik, hogy ugyanazon sztoma fluoreszcencia

paramétereit vizsgalhassuk a GSNO hozzaadésa el6tt és utan.

A mintdkat a mérések elétt 15 percig sotét adaptaltuk, majd kiilonbozo kisérleti
oldatokban, 15 percen keresztiil, 500 umol foton m? st intenzitasi fehér fénnyel
vilagitottuk meg Oket. Azt tapasztaltuk, hogy 10 uM GSNO alkalmazasa mellett az
egyensulyi @pg jelentésen csokken (16. abra). Ezzel szemben, ha nyitott edényben 24
oras, 500 pmol foton m? s intenzitast fehér megvilagitassal inaktivalt 10 pM GSNO
oldatot (IGSNO) alkalmaztunk, a ®ps); paraméter nem csokkent. A GSNO fotolizise soran
a NO mellett oxidalt glutation (GSSG) is keletkezik, mely megzavarhatja a
kloroplasztiszok redox jelatviteli rendszerét [177]. Kisérleti rendszeriinkben az 5 uM
GSSG oldat szintén nem befolyasolta @pg); alakulasat. A NO specifikus hatas tesztelésére a
legegyszeriibb mod, a NO kioltdjanak, a cPTIO-nak az alkalmazasa. 40 uM-nyi cPTIO
képes volt a 10 uM GSNO hatasat kivédeni, viszont fontos azt is megemliteni, hogy
onmagaban alkalmazva a kontrollhoz képest nem okozott valtozast. Erdekes, hogy 20 pM-
nyi cPTIO nem képes a 10 uM GSNO hatasat kivédeni (16. abra). A NO vizes oldatokban
oxigénnel és vizzel gyorsan reakcioba 1ép, mikozben NO, ¢és NOj; keletkezhet.
Eredményeink szerint azonban az emlitett anionok nincsenek hatissal a vizsgalt

fotoszintetikus paraméterekre (adatok bemutatasa nélkiil).
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16. abra A zarosejtek egyensulyi @pgy paraméterének alakuldsa 15 perces, 500 umol foton

m? s PPFD AL fehér fénnyel torténd megvilagitadst kovetden kiillonbozd Osszetételis

fiirdéoldatokban. Az egyes oszlopok minimum 5 mérés atlagat mutatjak a hozzajuk tartozo
standard deviacio értékekkel (£ SD). A statisztikai elemzés Student-féle t-probaval tortént
(***P < 0.001).

A fotolabilis GSNO donorbol felszabaduld6 NO mennyiségét amperometrias uton,
NO-elektrod segitségével hataroztuk meg. Az 50 uM GSNO-t tartalmazo inkubécios
elegyet egy elkiilonitett, atlatsz6 edényben 500 umol foton m 2 s intenzitast fehér fénnyel
vilagitottuk meg. A fotolizis sordn keletkezd NO-t tartalmaz6 inkubacids elegyet ezutan
egy gyors oldatcseréld rendszeren keresztiil juttattuk a mikroszkop targyasztalan sotétben
1év6 Petri-csészébe. A NO elektrodot a Petri- csészébe meritettiik, és azt tapasztaltuk, hogy
benne a NO koncentracidja az oldatcsere elinditasat kovetd 1 perces lag fazis utan 3-4 perc
alatt 450 nM f61é emelkedett, és ezen érték kozelében tovabbi 10 percen tobbé kevésbé
allandonak is bizonyult (17. abra fekete vonal). A NO kimosasahoz NO-mentes
inkubacios oldatot hasznaltunk. A 17. abran jol lathatd, hogy a NO kimosoddasa az
oldatcsere inditasat kovetden 1-2 percen beliil elkezdédik , és nagyjabol 10 perc alatt be is

fejezddik.
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17. abra Az 50 pM GSNO-bol felszabadulé6 NO mennyiségének idébeli nyomon kovetése
a kisérleti rendszerben. A GSNO fotolizisét egy a mikroszkoptol eltakart helyen, atlatszo
tégelyben, 500 umol foton m 2 s* intenzitasu fehér fénnyel indukaltuk. A keletkezett NO-t
tartalmazé inkubacids oldatot egy gyors oldatcseréld rendszer segitségével jutattuk a
mikroszkop targyasztalan talalhatd Petri-csészébe. Az abran lathato fekete gorbe a Petri-

cres

utan tovabbi 10 percen keresztiil 450 nM fol6tt volt. A sziirke gorbe a Petri-csésze NO-
mentes inkubacios oldattal vald atmosasat mutatja, mely a NO Kkiiiriilését a rendszerbdl
felgyorsitotta. Az oldatcseréld rendszer a mikodése kozben a Petri-csészében
folyamatosan 2 ml térfogati oldatot tartott, az atfolyasi sebessége 4,2 ml perc™ volt.

5.5.2. ANO HATASA A ZAROSEJTEK FLUORESZCENCIA PARAMETEREIRE. REVERZIBILITAS.

A kovetkezd kisérletsorozatban a Microscopy-PAM detektorara egy latoteret
szikito irisz segitségével 2-3 sztoma fluoreszcens jelét engedtiik, és a zardsejtek RLC
gorbéit vizsgaltuk. A kisérlet elején a NO-mentes inkubacids filirddoldatban 1évd
zarosejteket 15 percig sotét adaptaltuk és meghataroztuk az F./Fy paraméter értékét.
Ezutan a kitozan-kezelések soran is alkalmazott, 8 1épésbdl allo RLC protokollt futtattuk a
fénygorbék felvételéhez. A NO hatasanak kiderités€hez a talka aljara rogzitett nytzatot 15
percig sotét adaptaltuk és ekozben a fiirdéoldatot az oldatcserélével a 450 nM NO-t
tartalmazo inkubaciés oldatra cseréltiik. Az F./Fy paramétert meghataroztuk és az NO-

kezelt sztomakon az RLC gorbe protokolljat Wwjra lefuttattuk. A reverzibilitas
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megallapitdsdhoz egy ujabb 15 perces sotétadaptacid kozben a mérdedényt NO-mentes
inkubacids oldattal atmostuk, majd F.,/Fy meghatarozasa utan a harmadik RLC gorbét is
felvettiik. Az alabbi abrak 6 azonos modon elvégzett fliggetlen mérés atlagat mutatjak be

(18. A-H abra).

A 18. A éabra az RLC kisérlet kdzben mérhetd relativ fluoreszcencia hozam
alakulasat mutatja az id6 fiiggvényében. Megallapitottuk, hogy a NO-kezelés jelentdsen
novelte a relativ fluoreszcencia hozamot minden fényintenzitasnal, mely a fluoreszcenciat
kioltd folyamatok gyengiilésére enged kovetkeztetni. A NO kimosasa utan e hatéas
reverzibilisnek mutatkozott. A fluoreszcencia kioltasokat elemezve az alabbi
eredményekre jutottunk (18. abra, B-H). Ugy talaltuk, hogy a sotétben alkalmazott NO-
kezelés nem modositja, megvilagitas mellett viszont szignifikansan csokkenti az F,/Fp,
paraméter értékét (18. abra, B). Az effektiv kvantumhatasfok ®pg; értékei minden
fényintenzitdson jelentds csokkenést mutattak a kontrollhoz képest (18. dbra, C). ®pg
csokkenésében a gP komponensének gyengiilése all (18. abra, H), mely a kapcsolt
reakcidcentrumokat feltételezd fotokémiai kioltasi egyiitthatd, qL esetében ugyanugy
megfigyelhet6 (18. abra, D). A ®pgy; paraméter masik komponense, a megvilagitas kozben
mért maximalis fotokémiai kvantumhatasfok, F,’/F,  esetében viszont a NO kezelés
inkabb novekedést valtott ki (18. abra, D). A novekedés mogott feltehetben a nem-
fotokémiai kioltasi folyamatok, legnagyobb részben a hddisszipacio térvesztése allhat, amit
jol mutat az NPQ paraméter minden egyes AL fényintenzitasnal tapasztalhato csokkenése

is (18. abra, F).

A kisérletek harmadik fazisdban, a sotétadaptacio kozben a NO-t tartalmaz6 oldatot
NO-mentes, friss inkubacids oldatra cseréltiik, majd ugyanezen sejteken az RLC protokollt
futattuk. A mérések alapjan kijelenthetjiik, hogy a kimosas a relativ fluoreszcencia
hozamot, a ®psy, P, gL paramétereket teljesen, az F,/Fn,’, NPQ paramétereket

részlegesen helyreallitotta (18. C-H abra, Kimosas utan).
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18. dbra A NO hatasa a zardsejtek gyors fényvalasz gorbéire. Az 450 nM koncentracioj
NO kezelés a relativ fluoreszcencia hozam emelkedéséhez vezetett, ami a NO eltavolitasa
utan helyreallt (A). Az F,/Fy, esetében csokkenést csak akkor tapasztaltunk, ha a sotét
adaptaciot megel6zéen a NO kezelést megvilagitas mellett alkalmaztuk (B). A NO
reverzibilisen csokkentette a @pgy, qP, NPQ és qL paramétereket (C, E, F, G), valamint
reverzibilisen megemelte az F, /Fy’ paraméter értékét(D). Az abrakon legalabb 6 mérés
atlagat abrazoltuk, a szorasok (£SD) feltiintetésével. A statisztikai elemzéshez a Student-
féle t-probat hasznaltuk (*** P < 0.001).
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5.5.3 ANO 4ALTAL OKOZOTT VALTOZASOK KINETIKAI HATTERE

A NO hozziadasa illetve kimosésa soran a relativ fluoreszcencia hozam, illetve a
fluoreszcencia paraméterek gyorsan valtoznak, azonban ennek kinetikajat korabban még
nem vizsgaltak. Ennek kideritésére a fluoreszcens jelet gyenge, 30 pmol foton m? s*
intenzitdsu AL mellett folyamatosan regisztraltuk, mindekdzben a nytzat fiirddoldatat egy
gyors perflizios rendszer segitségével valtoztattuk. A relativ fluoreszcencia hozam, a ®pg),
az F,'/Fy’, a qP, az NPQ és a qL paraméterek nagyjabol 7 perc utan elérték egyensulyi
értékeiket (19. abra A, B). A 450 nM NO-t tartalmazo inkubacios oldattal torténd atmosas
utdn 1-2 percen beliil a relativ fluoreszcencia meredek emelkedést mutatott, majd
koriilbeliil 2-3 perc utdn elérte a maximumat €s lassan csokkenni kezdett. Ez a meredek
fluoreszcencia emelkedés a P, qL és az NPQ valtozd mértéki és kinetikaju
csOkkenésének koszonhetd. Az NPQ koriilbeliil 1 perc utan elérte a minimum értékét, majd
lassti emelkedésbe kezdett, a @pg);, @ qP és a gL viszont 3-5 perc alatt gyakorlatilag nullara
csokkent, ezzel szemben az F,/Fy, " enyhén emelkedett is. A gP-vel ellentétben, az NPQ
gyors csokkenését egy lassu emelkedés kovette, €s ez all Osszefiiggésben a relativ
fluoreszcencia hozam lasst csokkenésével a NO kezelést kovetd 3-5 percben (19. abra, A,
B).

5.5.4 ANO MELLE ADOTT BIKARBONAT HELYREALLITJA QP-T E£S FOK0OZZA AZ NPQ
KONSTANS EMELKEDESET

Korabbi eredmények szerint a NO a bikarbonatot a Q4 és Qp kinonok kézti nem-
hem Fe*™ egyik koordinacios koétéhelyéért versengve leszoritja, és ezzel csokkenti az
elektrontranszfer sebességét [178, 179]. A nyuzat fiirddoldataban a 450 nM NO-hoz adott
még nem, de a 100 mM koncentracioban alkalmazott bikarbonat a fluoreszcencia hozamot
nagy mértékben csokkenti mikdzben a @pgy, @ P és a L paramétereket képes részben
helyreallitani (19. abra, C, D). Azt tapasztaltuk, hogy a bikarbonat a NO kezelés hatasara
enyhén emelkedd NPQ novekedését tovabb erdsiti, és ez all a fluoreszcencia hozam

tovabbi folytonos csokkenésének hatterében.
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19. dbra Két jellemz6 mérés relativ fluoreszcencia hozama, NPQ, gL, @ps), Fy /Fn’ és P
paramétereinek kinetikaja NO valamint NO és bikarbonat kezelést kovetden. A
paraméterek meghatarozasa 30 masodpercenként adott telité fényimpulzus alkalmazasaval
tortént. Az elsé kisérletben (A és B abra) 30 pmol foton m? s AL megvilagitas mellett a
fotoszintézis egyenstlyi allapotdnak kialakuldsa utdn a sejtek koriili inkubéacids oldat
Osszetételét egy gyors perfuzios rendszerrel megvaltoztattuk. Az A ébra tetején 1€vo sziirke
téglalap a 450 nM NO-t tartalmazd oldattal vald 4atmosas iddtartamat mutatja. A
fluoreszcencia hozam meredek emelkedését az NPQ (A), a gL (A), a @psy (B), az F,/Fy’
(B) és a gP (B) paraméterek azonnali valtozasa koveti. A masodik kisérletben a NO
hatdsara meredeken emelkedd relativ fluoreszcencia hozam maximumaban a sejtflirdd
oldatot 450 nM NO + 100 mM KHCOj3 tartalmu oldatra cseréltiik.

5.5.5. A FOTOSZINTETIKUS PARAMETEREK HELYREALLITHATOSAGA A NO-KEZELEST
KOVETOEN

A NO hozzaadasat kovetéen megvizsgaltuk, hogy mi torténik akkor, ha a NO-t
hirtelen eltavolitjuk a rendszerbdl. A gyors kimosas a @ps)j, @ P és a qL paraméterek
esetében 5 percen beliil teljesen helyreallitotta a korabbi egyenstlyi értékeket, viszont az
NPQ paraméter esetében csak annak novekedési litemét csokkentette le. Az F,'/Fy’
esetében a NO okozta emelkedés a kimosast kovetden a kiindulési érték 97 %-ra allt vissza
(20. abra fekete szimbolumok). Amikor a NO + bikarbonatot tartalmazo oldatot NO- és
bikarbonat-mentes oldatra cseréltiik, a @pg)j, @ qP, az NPQ ¢és a qL paraméterek ndvekedési

titeme lassult (20. abra sziirke szimbolumok).
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20.dbra A zarésejtek fotoszintetikus paramétereinek (@psy, qP, NPQ, F,/Fy’ és gL)
valtozasa az NO mellé¢ adott bikarbonattal, vagy anélkiil. Az epidermisz nyuzatok
kornyezetében az NO-mentes inkubacios oldatot, a 30 umol foton m?st AL megvilagitas
mellett elért fotoszintetikus egyensulyt kovetden, 450 nM NO-t tartalmazd oldatra
cseréltiik (fekete szimbolumok). Az Gjabb egyensuly elérése utan az oldatot NO-mentes
inkubacids oldatra cseréltiik. A sziirke szimbolumokkal jelzett gorbék esetén a 450 nM NO
tartalmu fiirdéoldatot a jelzett idépontban 450 nM NO + 100 mM KHCOj; tartalmt oldatra
cseréltiik. A kisérlet végén a nyuzatokat ebben az esetben is friss inkubdcios oldattal
mostuk at. A fotoszintetikus paramétereket a NO hozzaadasa el6tti egyensulyi értékiikre
normaltuk (n=4, +SD)
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5.6. AKITOZAN, FELTEHETOEN A NO BIOSZINTEZISET INDUKALVA,
GATOLJA A ZAROSEJTEK FOTOSZINTETIKUS AKTIVITASAT

A zardsejtek kloroplasztiszaiban miikodo linearis elektrontranszportlanc miikddését
¢és sztomamiikodésben betoltott fontossagat szamos tanulmany tamasztja ala, mint ahogy

ezt Lawson [87] munkajaban részletesen Gsszefoglalta.

A Kkisérleteink soran készitett RLC gorbék alapjan jol lathato, hogy a hajnali 100
ug/ml kitozan-kezelés hatasara csokken az F./Fn, a ®@psy, @ qP és a gL fluoreszcencia
paraméterek értéke. Ez jol korrelal a NO-donor GSNO-val vald kezelés eredményével,
ugyanis Ggy tapasztaltuk, hogy NO hatasara e paraméterek szintén csokkennek, mely a NO
eltavolitasaval reverzibilisnek is bizonyult. A kezeléseket kovetéen mind a kitozan, mind
pedig a NO hatdsara magas relativ fluoreszcencia szinteket figyeltiink meg. A kitozan- és a
NO-kezelések utan a @pg) €s az ETR paraméterek kozotti egyenes aranyossagot ismerve
kijelenthetjiik, hogy minden egyes alkalmazott AL esetében csokkent a PSII rendszeren
keresztiili lineéris elektrontranszport sebessége, ami a zardsejtekben kevesebb ATP és
NADPH mennyiséget, majd pedig ezen keresztiil kisebb mértékli sztomanyitddast

eredményezhet.

A fotoszintetikus paraméterek koziil egyedil az F,’/Fp’ esetében tapasztaltunk
eltérést kitozan- és NO-kezelés kapcsan, ami a NO-kezelés hatasara elészor
megemelkedett, majd a kimosast kovetden lecsokkent a kiindulasi kontroll értékekhez
képest. A kitozan-kezelés hatasara az F,’/Fy’ paraméter a NO kimosasanal tapasztalhato

csokkenést mutatta.

A napkozbeni kitozan-kezelések sordn készitett RLC gorbék alapjan kijelenthetjiik,
hogy a 100 pg/ml koncentracioban alkalmazott kitozan nem okozott szignifikans valtozast
az egyes fluoreszcencia paraméterek esetében. Ennek hatterében feltehetéen a Vicia faba
zarosejtekben a reaktiv oxigén- és nitrogénformak mar aktivalodott és jol miikodod

enzimatikus kioltodasa allhat.

Részben irodalmi adatok alapjan, részben sajat kisérleteink eredményei alapjan
kijelenthetjiik, hogy a NO a sztomamiikddést, mint jelatvivd molekula, és mint a
fotoszintetikus elektrontranszportlanc gatloszere egyarant befolyasolja. A kitozan hatasara
indukalodo jelatvitel soran, a NO-t, mint jelatvivdé molekulat sikeresen azonositottak

borsoban [106], mi pedig bizonyitottuk, hogy az kitozan hatdsara megjelenik lobab
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zarosejtekben is. A hajnali kitozan-kezelés fotoszintézis gatldo hatasa mogott feltehetéen az
uyjonnan szintetizdloddé NO 4all. Ez azonban egy tovabbi kérdést vet fol: Miért nem
tapasztaltunk fotoszintézis-gatlast a nappali kitozén-kezelések soran? A  kérdést
valésziniileg a NO koncentracio-fiiggd hatasaval lehet legjobban megvalaszolni. A NO-r6l
tobb esetben is beigazolodott, hogy hatdsmechanizmusa koncentracio-fiiggé [180]. A
napkozbeni kitozan-kezelés soran a kloroplasztiszokban felhalmozoddé NO koncentracidja
feltehetden nem érte el azt a kiiszobértéket, ami a fotoszintetikus elektrontranszportlanc
milkodésének lassitasahoz, gatlasahoz vagy a fehérjék PTM modositasaihoz (pl Calvin-
ciklus gatlas) sziikséges. Ennek oka a kioltd folyamatok jobb mitkodése lehet, a kitozan-
kezelés hatasara termel6dd kevesebb NO, vagy a kloroplasztiszokon beliili bikarbonat
koncentraci6 (450 nM) esetén nem tapasztaltunk eltérést a hajnali és a napkdzbeni
vizsgédlatok eredményei kozott, azonban, ha jelentdsen lecsokkentettik a NO
elektrontranszportlanc teljes gatlasa, st olykor nem is tapasztaltunk semmilyen valtozést

(adatok bemutatasa nélkiil).

A zarosejtek  sajat  szénfixaldsabol  szarmazd  tridz-foszfatokbol  a
kloroplasztiszokban keményitd, a citoszolban pedig néhany lépésben foszfoenol-piruvat
képz8dik, melyb8l oxalecetsav, majd malat® szintetizalodik [41]. A malat® anionok a
sztomanyitodaskor nagy mennyiségben bearamlo K ionok ellenionjaként funkcionalnak,
ebbdl kovetkezden szintén fontos ozmotikumok. Az ATP és a redukald erd csokkenése
eredményeképp trioz-foszfatok hijan a kloroplasztiszban kevesebb keményitd, a

citoszolban pedig kevesebb malat® szintetizalodhat.

A K" és malat® sztomanyitodasban betoltott ozmotikus szerepét napkdzben a turgor
fenntartasaban fontos szacharoz veszi at. A kisérleteinkben hasznalt Vicia faba novény
zarosejtjeinek sajat Calvin-Benson cikluson alapuld szachar6z bioszintézisét a vords fény
indukalt sztomanyitodast kutatva Talbott és Zeiger igazolta [181]. A Calvin-Benson ciklus
rendelkezésére allo NADPH ¢és ATP mennyiségének NO-fliggd csokkenése az
ozmotikusan aktiv szachardz szintézisének visszaesését is eredményezheti. Malat® és
szachar6z a zarosejt keményitéjének hidrolizisébdl szarmazé szénvazbol is képzodik [182],

am a képzddés mértéke ATP és redukald erd hianyaban szintén lecsokkenhet.
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A fotofoszforilacié gatlasa a PM H'-ATPazéanak aktivalasan alapuld kék fény
indukalt sztomanyitodast csak kis mértékben érintheti. Ennek oka az, hogy a PM H'-
ATPaz enzimet legnagyobb részben a mitokondridlis ATP energizalja [42], a

kloroplasztiszbol szarmazo ATP csak részben jarul hozza mindehhez [43].

Megallapithatjuk tehat, hogy a NO sztomazarodasban betdltott jelatvivé szerepén
kiviil a zaroésejtek turgorallapotat mas uton is befolyasolja. Kimutattuk, hogy a zardsejtek
fotoszintetikus elektrontranszportlancat reverzibilis mdédon gatolja, mellyel a sztomak
nyitottsagahoz sziikséges ozmotikumok mennyiségét csokkentheti, és a PM H'-ATPazanak

aktivitasat redukalhatja.

Egy gyors oldatcseréld rendszer alkalmazasa lehetdséget kinalt arra, hogy a NO
hozzaadasa ¢és eltavolitasa mellett a zardsejt fluoreszcencia paraméterek valtozasanak
kinetikdjat is megvizsgaljuk.

azonnal emelkedett (19. 4abra). A fluoreszcencia hozam gyors emelkedése
valdsziniisithetéen nem a kloroplasztiszig nehezebben diffundalodé GSNO donor molekula
a fehérjéket kozvetleniil transz-nitrozilalé hatdsdval, hanem a folyadékokban és a

membranokon konnyen atdiffundaloédé NO gaz hatasaval hozhat6 6sszefiiggésbe.

A NO tartalmi oldat bevezetésével a megvilagitott sztoméak egyensulyi
fluoreszcencia paraméterei azonnal megvaltoztak. Mig a fluoreszcencia hozam hirtelen
emelkedése a gP, gL és NPQ gyors csokkenésével, a par perc mulva bekdvetkezd lassi

csokkenése az NPQ folytonos ndvekedésével all dsszefliggésben.

A NO hozzaadasara bekovetkezd gyors NPQ csokkenés az elektrontranszportlanc
sebessegének csokkenésével mutat parhuzamot. Mivel ez utobbi eredményeként a lumen
kevésbé savanyodik, az NPQ kezdeti csokkenése annak leggyorsabb, gE energiafiiggd
nem-fotokémiai  kioltdsi komponensének gyengiilésével 4llhat Gsszefliggésben.
felett tartva NPQ akar joval a kiindulasi steady-state értéke folé is emelkedett, mikézben

AL intenzitasat a kisérlet soran nem valtoztattuk.

Vajon mi lehet az NPQ folytonos emelkedésének hatterében, és vajon mely

komponense(i) okozhatjak mindezt?
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1. A gE komponens szerepe. Az NPQ emelkedése alacsony QP és @pg értékek mellett
tortént. Az NPQ gE komponense a lumen savanyodasaval novekszik. A savanyodas
hatterében a protonok lumenbeli koncentralodasat eldsegitd er6s6dé6 ETR, vagy a
Kloroplasztisz ATP-szintdz enzimének csokkent aktivitasa allhat. Eredményeink szerint
ETR a NO eltavolitasaig alacsony marad, igy E esetleges ndvekedése az ATP-t fogyasztod
folyamatok gatlasaval, azaz csokkené ADP és inorganikus foszfat mennyiséggel, vagy az
ATP-szintaz inaktivalasaval allhat Osszefliggésben. Arabidopsis-ban kimutattak, hogy a
Calvin-Benson ciklus Rubisco enzimének kis és nagy alegysége, valamint az ATP-szintaz
CF1 alegysége NO gaz és GSNO kezelés hatasara is S-nitrozilalodik [138]. Kés6bb
Kalanchoe pinnata névény esetében in vivo és in vitro is bizonyitast nyert, hogy a Rubisco
S-nitrozilacidja NO koncentracio-fliggé modon a Rubisco aktivitasanak gatlasaval is jar
[155]. A Calvin-Benson ciklus NO-fiiggd gatlasanak eredményeképp az ATP fogyasztas és
az ATP-szintaz aktivitas csokken, igy qE emelkedhet. Ezt erdsiti az a kisérleti tapasztalat
is, melyben a NO kezelés utan a NO mellé bikarbonatot adtunk (19. abra, C, D). A
bikarbonat megfeleléen nagy koncentracioban a NO-ot a Qa és Qg kinonok kozti nem-
hem Fe*" egyik koordinacios kotShelyérél leszoritja, igy a kinonok kozti toltésatadas
sebessége felgyorsulhat [179]. A bikarbonat NO mell¢ adasaval azt tapasztaltuk, hogy a ¢P
és Ppg), igy az ETR paraméterek hirtelen novekedtek, mellyel parhuzamosan az NPQ is
gyorsan emelkedni kezdett, ami a Calvin-Benson ciklus tovabbiakban is fennall6 NO-
fliggd gatlasara utalhat (19. abra, C, D). Mivel a NO mellé adott bikarbonat a gP és @pg
paramétert majdnem teljes mértékben helyreallitotta azt is megallapithatjuk, hogy a NO
linearis elektrontranszportldnc gatlasat tilnyomoé részben a bikarbonat Qa és Qp  kozti
nem-hem Fe*"-ré1 val6 leszoritasa okozta.

A bikarbonat ionok, a NO nem-hem (II) vasrél torténd leszoritasan kiviil egyéb modon
Is hozzajarulhat a fotoszintetikus aktivitas serkentéséhez. A szénsav-anhidrazok mikodése
révén CO, felszabadulas figyelheté meg a bikarbonat kezelés soran, ami a Calvin-Benson
ciklus miikodését serkentheti [183]. Habar az NPQ erds emelkedése a NO-kezelést
kovetden inkabb azt bizonyitja, hogy a 450 nM NO gatld hatésa jobban érvényesiil, mint a
100 mM bikarbonatbol keletkezé6 CO, serkentd hatasa. Ezenfeliil Kolla és Raghavendra
[175, 176] kimutatta, hogy a bikarbonat-kezelés NO és H,0; keletkezését indukalta borso
¢s Arabidopsis thaliana novények zardsejtjeiben. A bikarbonat ionok indukalta NO-nak
azonban feltehetden nem volt tovabbi hatdsa a kisérleti rendszeriinkben, ugyanis

kisérleteink soran NO-t is alkalmaztunk a bikarbonat ionok mellett.
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2. A fotoinhibicids kioltas (ql) komponens szerepe. Mig a s6tétben alkalmazott NO az
FW/Fm paramétert érdekes modon nem befolyasolta (18. abra, B), addig megvilagitott
mintakat kezelve csdkkentette azt. Tapasztalatunk ellentétben all Takahashi and Yamasaki
[151] izolalt tilakoid membranokon kapott eredményeivel, am megegyezik mas, intakt
levélen végzett kisérletekével [147, 184]. F./Fy csokkenése gl megjelenésére utalhat,
mivel a paraméter meghatarozasa eldtti 15 perces sotétadaptacio elegendd lenne a gE
helyreallasahoz. Vajon mit6l novekedhet a ql? Jasid és munkatarsai [117] megallapitottak,
hogy mig a NO dnmagéban a kloroplasztisz lipidek ¢s fehérjék oxidacidjanak kivédésével
mennyiségben is keletkez6 ONOO™ oxidativ sériilések forrasa lehet. Ugy talaltik, hogy
magas NO koncentraciok esetén a ONOO™ felszaporodhat és a kloroplasztiszokban erés6dd
lipid peroxidéaciodhoz, a sztroma- és tilakoid fehérjék oxidacidjahoz és sériilt fotoszintetikus

elektrontranszferhez vezet.

A NO a mitokondrialis citokrom ¢ oxidazt gatld hatdsival a O, mennyiségét is
emeli [185], és a képz6d6 ONOO™ a Kkloroplasztiszokba diffundalhat. A Oy
kloroplasztiszban vett mennyiségének tovabbi novekedését a NO Calvin-Benson ciklust
gatlo hatasa [155, 186], és evvel a PSI-ben az O, fotoredukcidjanak er6sddése okozhatja.
Ebbdl kovetkezéen a kisérletiinkben 450 nM koncentracioban kiilsdleg alkalmazott NO
esetén megvilagitas hatasara a kloroplasztiszban ONOO™ szaporodhatott fel, mely
magyarazatot ad arra, hogy az F./Fn, csokkenést a sotétben végzett NO kezeléskor nem,

csak a megvilagitott mintdk NO kezelésekor tapasztaltuk.

A fotosériilés mértékét a NO gyors eltavolitdsa mellett vizsgalt fluoreszcencia
paraméterek helyreallasaval becsiilhetjiik. Megallapitottuk, hogy ha a NO kezelésre a
kloroplasztiszokban ugyan képzddott is ONOO", mivel gP és dpg; a NO kimosasaval
helyreallt, annak mennyisége az alkalmazott alacsony AL fényintenzitds mellett nem volt

elegendd a linedris elektrontranszportlanc irreverzibilis kérositdsdhoz (19. 4bra).

Az NPQ értéke még a NO kimosédsa eldtt az egyensulyi NPQ szintje {o6lé
emelkedett, mely emelkedés a kimoséssal szinte teljesen eltlint. NPQ novekedése tehat NO
és a megvilagitas egyiittes jelenlétében kovetkezik be. A NO ¢és fény hatdsara képz6do
Stern-Volmer quencher koncentracié egy néhany perces idGtartamban sem a NO
kimosasaval sem a megvilagitas kikapcsolasaval (F./Fn nem all helyre, adatok bemutatasa

nélkiil) nem csokken.
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A kitozan, a B-1,4-gliikkozamin lancokbodl felépiilé gomba sejtfalalkoté molekula
kék fény-indukalt sztomanyitodas-gatld, és sztomazarddast serkentd hatasat tobb ndvényfaj
esetében bizonyitottak. A sztomanyitddashoz és zarddashoz vezet6 jelatviteli itvonalak és
az ilondramlast iranyitd transzporterek szertedgazo halozatat a kitozan tobb ponton
befolyasolhatja. Kisérleteink soran e hatas igazolasat thztik ki célul Vicia faba L.

modellnévény esetén.

1. Elséként igazoltuk, hogy Vicia faba esetében a levelek kitozannal torténd
permetezése nem indukalt sztomazarddast, azonban a sztomanyitodast meggatolta.
Mivel ezen eredmények az irodalombdl ismert korabbi eredményeknek csak
részben feleltetheték meg, igy tovabbi kisérletek soran a kitozan hatdsara
aktivalodo jelatviteli komponensek megjelenését is megvizsgaltuk. Specifikus
fluoreszcens jelolok segitségével szintén elsdként igazoltuk, hogy a H20; és a NO,
mint jelatvivd molekulak a Vicia faba zarésejtek kloroplasztiszaiban a kitozan-
kezelést kovetd 1 oran beliil felhalmozddtak. Szintén elséként tériink ki arra, hogy
érdekes modon a H,O, felhalmozodas feltehetéen elsdsorban a kloroplasztiszok
sztromajaban ¢és a sejtmagokban volt megfigyelhetd, mig a NO a
kloroplasztiszokon kiviil a citoplazmaban és porus koriili sejtfalakban is megjelent.

2. Abaxialis epidermisz nyuzatok alkalmazasaval hasonlé eredményeket kaptunk,
melyek segitségével ki tudtuk zarni a mezofillum sejtek kitozan indukalt
sztdmamozgasokban betdltott szerepét.

3. Mivel a sztomak nyitodasaban és a nyitott allapot fenntartasaban a fotoszintetikus
eredeti ATP és NADPH fontos szerepet tolt be, ezért a kitozdn zarosejtek
fotoszintetikus aktivitasara gyakorolt hatasat is megvizsgaltuk. Az abaxialis
epidermiszben taldlhatd zarosejtek fotoszintetikus aktivitasait PAM klorofill
fluorimetrids modszerrel tanulméanyoztuk. Kisérleteink soran 0j eredményként azt
tapasztaltuk, hogy a hajnalban kezelt novények zardsejtjeiben jelentdsen lecsokkent
a PSII rendszeren keresztiili ETR értéke, ami a kontroll névényekhez képest a nap
hatralevd részében is alacsony maradt. A fotokémiai kioltasi egylitthatok (QP és

gL), a @ps;; és az NPQ mas és mas kinetikat mutatva ugyan, de szintén teljesen
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lecsokkentek. Frdekes modon a napkdzbeni kitozan-kezelések soran egyik
paraméter esetében sem tapasztaltunk hasonlé valtozast.

4. Mivel a kitozan zarosejtek fotoszintézisére gyakorolt hatasat feltehetéen a
sejtfelszini receptorok altal indukalt jelatviteli utak révén fejtheti ki , megvizsgaltuk
a mar korabban igazolt jelatviteli komponensek (H,O, és NO) esetleges
fotoszintézisre gyakorolt hatasat is. Mig a H,O, esetében nem tapasztaltuk a
kitozan-kezelésre jellemzd valtozasokat, a nagy koncentracioban kiilséleg
alkalmazott NO esetében a kitozan-kezeléshez nagyon hasonld gatlast figyeltiink
meg mind az ETR, a gP, gL, a @ps);, és az NPQ esetében is. Az irodalomban
elészor igazoltuk, hogy a NO-kezelés hatasa reverzibilisnek mutatkozott, ugyanis a
NO sejtek kornyezetébdl torténd gyors eltavolitasa révén az egyes fluoreszcencia
paraméterek a  kiinduldsi  értékeikre  tértek vissza. A NO linearis
elektrontranszportlancot  gatlo  hatasa megfeleléen nagy koncentracioju
bikarbonattal feloldhat6. Az eredmény arra utal, hogy gatlast tilnyomo részben az
okozza, hogy a NO a vele a kotohelyért versengd bikarbonatot a Qa és Qp kozti
nem-hem Fe*"-ré] leszoritja.

Fontos azonban azt is megjegyezni, hogy a kitozan hatdsara torténd sztdbmazardodas
kovetkeztében a levelek belsejében a CO, koncentracidja lecsokkenhet, igy a
kitozan a Calvin-Benson ciklus lassitdsaval is hozzdjarulhat a zardsejtek

fotoszintetikus aktivitasanak csokkenéséhez.

A kapott eredmények alapjan kijelenthetjiik, hogy a kitozan feltehetéleg a NO
bioszintézisének aktivalasan keresztiil a zardsejtek fotoszintézisét gatolja, ezaltal a
fotoszintetikus eredetii ATP és a NADPH mennyiségét csokkenti, mely a sztdomanyitodas

elmaradasahoz és a sztdmazarodas folyamatanak eldsegitéséhez egyarant hozzajarulhat.

Munkank eredményei hozzajarulnak a kitozan, mint MAMP zarosejtekben indukalt
jelatviteli folyamatainak és hatdsmechanizmusdnak megértéséhez. Az irodalomban eldszor
vizsgaltuk a NO zarosejtek fotoszintézisére gyakorolt hatasat, illetve eldszor mutattuk ki in
vivo a NO reverzibilis fotoszintézis gatlo szerepét. Remélem, hogy a biotikus stressz
kutatasdban a zarosejtek miikddésének mélyebb megismerése, az 6nallo fotoszintetikus
aktivitdsanak fontos szerepe és stressz alatti szabalyozasanak megértése dolgozatom

eredményeivel tovabb bdviilhet.
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A zardsejtek, a novényi epidermisz olyan specidlis tulajdonsagu sejtjei, melyek
turgoruk valtoztatasaval a gazcserét, a parologtatast és a levelek homérsékletét egyarant
meghatarozzak. A zéarosejtek amellett, hogy a parologtatason keresztiil segitik a levelek
hémérsékletének szabalyozasat, néhany mikrométeres szenzorként is mitkodnek. Egyarant
képesek a belsd hormonalis és a kiilsd6 kornyezeti jelek érzékelésére. Mindemellett,
rendkiviil fontos szerepiik van a patogének elleni harcban is. A ndvényi sejtfal emésztésére
képtelen patogének a nyitott sztémakon, mint természetes nyilasokon keresztiil bejutva
akar az egész novény megfertozésére képesek. A sztdbmdknak igy, mint a ndvényi
immunrendszer els@ bastyainak fontos szerepiik van a kiilonb6z6 mikroorganizmusok
felismerésében, ¢és a megfeleld védekezési valaszok elinditasaban. A zardsejtek képesek az
egyes mikroorganizmusokhoz kapcsolhaté molekuldris mintazatok (MAMP) felismerésére,
mint példaul a kitozan, gomba sejtfal szarmazék felismerésére is. Az érzékelést kovetden a

kitozan hatdsara gatlodik a fény indukalta sztomanyitodds, tovabba a sztomazarddasban
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szerepld kiilonboz6é jelatviteli komponensek ¢és transzporterek is aktivalodnak. A
sztomazarodas €s nyitdodas soran egyarant szerepet jatszik a plazmamembranban talalhato
H'-ATP4az, mely ATP energiajat felhasznilva protonokat juttat az extracellularis térbe,
novelve a membran két oldala kozott fenndlld, protonokra vonatkozod elektrokémiai
potencialkiilonbséget. A H'-ATPaz energiajat elsésorban a mitokondriumok biztositjak,
azonban mivel a fotoszintézis gatlo DCMU hasznalata csokkent nyitottsagot eredményez,
igy arra lehet kovetkeztetni, hogy a nyitddas soran a felhasznalt energia egy része
(nagyjabol 35%) a zéarosejtekben taldlhatd kloroplasztiszokbol szarmaztathatd. Annak
érdekében, hogy megvizsgaljuk a kitozan lehetséges fotoszintézis-gatld hatasat, nyomon
kovettik a nap folyamén a kitozan-kezelt ndvények zardsejtjeinek fotoszintetikus
aktivitasat Mycroscopy-PAM fluoriméter (Walz GmbH, Németorszag) segitségével. Mivel
a kitozan molekulaszerkezetébdl adodoan nem juthat be a sejtekbe, igy a jelatvitele sordn
bizonyitottan felhalmozddoé anyagok (H,O, és NO) fotoszintézisre gyakorolt hatdsat is

megvizsgaltuk.

CELKITUZESEK

Munkankban az egyik legaltalanosabb gomba MAMP, a kitozdn sztomamiikodésre
gyakorolt hatasat vizsgaltuk lobab (Vicia faba L.) modellnévényben. A kitozan a
sejtmembran szamara atjarhatatlan, hatasat igy feltehetden csak a sejtfelszini receptorokon
keresztiil képes kifejteni. Receptoraval vald kapcsolddasa kiilonbozd jelatviteli utakat
indukalhat, ezért célunk a lehetséges jelatvivé molekulak azonositdsa, és azok lehetséges

fotoszintézisre gyakorolt hatdsanak részletes vizsgalata volt.
Az alabbi kérdésekre kerestiik a valaszt:

1. Vajon a Vicia faba zarosejtjei képesek-e a kitozan molekulat, mint MAMP
vegyliletet felismerni, ¢és hatdsara bekovetkezik-e sztomazarddas illetve
sztomanyitodas-gatlas? Amennyiben igen, akkor vajon a H;0O; és NO, mint
jelatvivé komponens szerepel-e a kitozan-indukalt jelatviteli utak héalozatdban? E
jelatvivé molekuldk mely kompartmentumokban és a kitozan kezelés utdn mennyi
iddvel keletkeznek?

2. A zardsejtek kornyezetében 1év0o parenchima réteg mezofillum sejtjei vajon

befolyasoljak-e a kitozan sztdmamiikddésre gyakorolt hatasat?
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3. Vajon a kitozan befolydsolja-e a zardsejtek fotoszintetikus aktivitasat, ezaltal

csokkentve vagy novelve a zarddashoz és nyitddashoz sziikséges ATP és NADPH
mennyis¢gét?

Tilakoid membranok ¢€s intakt levelek esetében mar igazoltak, hogy a NO gatolja a
PSII donor és akceptor oldali elektronatadodasi folyamatait. Amennyiben sikeresen
azonositani tudnank a kitozan indukalta H,O, és NO megjelenését, exogén HyO, és
NO-donorok  hasznalataval  tesztelni  szeretnénk ezek  fotoszintetikus

elektrontranszportlancra gyakorolt hatasat zarosejtekben.

ANYAGOK ES MODSZEREK

Kisérleti névény: Lobab (Vicia faba L.)

Nevelési koriilmények: a novényeket 4 hetes korukig hidropdnikusan neveltiik
modositott Hoagland tapoldatban (2 mM Ca(NO3)2, 1 mM MgS04, 0,5 mM KClI,
0,5 mM KH2PO4, 0,5 mM Na2HPO4, 0,001 mM MnSO4, 0,005 mM ZnSO4,
0,0001 mM (NH4)6Mo07024, 0,01 mM H3BO4, and 0,02 mM Fe(lll)-EDTA, pH
6,0).

Kisérleti oldatok:

Inkubacids oldat : 10 mM MES, 10 mM KCI, 100 uM CaCl, (pH 6,15
TRIS)

— 100 pg ml™ alacsony molekula témegti (LMW) kitozan oldat 1 mM Na-

acetat tartalmt inkubacios oldatban oldva
— S-nitrozo-glutation (GSNO), mint NO donor
— 100 MM H202

A keletkezett NO mennyiségét NO-elektrod segitségével amperometridas modon

hataroztuk meg (ISO-NOP; World Precision Instruments Inc., USA).

Kezelési iddpontok: hajnali kisérletek soran 5:30-kor (a sztomanyitédas gatlasanak
vizsgalata), mig a napkozbeni kisérletek esetében 10:00-kor (a sztomazarddas
indukcidjanak ¢€s a sztomanyitodas gatlasdnak vizsgélat) inkabacios oldattal,

kontrollként és 100 pg ml™ kitozan tartalmi oldattal.

Sztdbma porusatmérd meghatarozasa: frissen készitett epidermisz nylzatokon

tortént, ezekrdl mikroszkopos (Nikon Eclipse TS-100, Japan) felvételt készitettiink,
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melyeket az ImagePro 5 program (Media Cybernetics, USA) segitségével

elemeztiink ki. Minden kezelés esetében legalabb 90 db sztémat vizsgaltunk meg.

* Epidermisz nylzatok eldkészitése a zardsejteken végzett Microscopy-PAM
mérésekhez: a mérések eldtt 5 perces kezelés tortént a hipoozmotikus inkubacios
oldatban, a mezofillum sejtek, vagy a nyuzas soran keletkezett mezofillum

tormelék eltavolitasara.

» A klorofill a fluoreszcencia mérések Microscopy-PAM fluoriméter (Walz GmbH,
Németorszag) segitségével torténtek, melyek sordn gyors fényvalasz gorbéket

vizsgéltunk meg.

* A fluoreszcencia indukcié és kioltasi analizis soran a kovetkezd paramétercket
vizsgaltuk meg (a gyors fényvalasz gorbék alapjan):

— A sotétadaptalt PSII reakcidcentrumok (RC) maximalis kvantumhatasfokat
(Fv/Fm)

— A fotokémiai kioltasi egyiitthatokat (qP és gL), melyek a nyitott PSII
reakciocentrumok részaranyat becsiilik nem-kapcsolt (gP) és kapcsolt (qL)
reakciocentrumok esetén

— A PSII reakciécentrumok effektiv kvantumhatasfokat (@ps);)

— A fényadaptalt PSII  reakciocentrumok  maximalis fotokémiai
kvantumhatasfokat az F, /F,’ paraméterrel becstiltiik

— A PSII rendszeren keresztiili linearis elektrontranszport sebességét (ETR)

— A nem-fotokémiai kioltast a Stern-Volmer tipusi nem-fotokémiai kioltassal
(NPQ) becstiltiik

* A H;O; (AmplexRed, ImM) és a NO (DAF-FM, 10 uM) kvalitativ vizsgalata
fluoreszcens jelolok segitségével konfokalis 1ézer pasztdzd mikroszkop
hasznalataval tortént.

» Statisztikai analizis: Student-féle t-proba segitségével (OriginPro 8.6, OriginLab
Corporation, USA).

EREDMENYEK

A kitozéan, a B-1,4-glikézamin ldncokbdl felépiilé gomba sejtfalalkotdé molekula kék
fény-indukalt sztomanyitodas-gatlo, és sztomazarddast serkentd hatisat tobb novényfaj
esetében bizonyitottdk. A sztodmanyitédashoz és zarodashoz vezetd jelatviteli ttvonalak és

az iondramlast irdnyitd transzporterek szertedgazo halozatdt a kitozdn tobb ponton
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befolyasolhatja. Kisérleteink soran e hatas igazolasat tliztik ki célul Vicia faba L.

modellndvény esetén.

1. Elsoként igazoltuk, hogy Vicia faba esetében a levelek kitozannal torténd
permetezése nem indukalt sztomazarddast, azonban a sztomanyitédast meggatolta.
Mivel ezen eredmények az irodalombol ismert korabbi eredményeknek csak
részben feleltethetdk meg, igy tovabbi kisérletek soran a kitozan hatasara
aktivalodo jelatviteli komponensek megjelenését is megvizsgaltuk. Specifikus
fluoreszcens jelolok segitségével szintén els6ként igazoltuk, hogy a H2O; és a NO,
mint jelatvivd molekulak a Vicia faba zardsejtek kloroplasztiszaiban a kitozan-
kezelést kovetd 1 oran beliil felhalmozodtak. Szintén elsdként tériink ki arra, hogy
érdekes modon a HpO, felhalmozodas feltehetden elsdsorban a kloroplasztiszok
sztromajaban ¢és a sejtmagokban volt megfigyelhetd, mig a NO a
kloroplasztiszokon kiviil a citoplazméban és porus koriili sejtfalakban is megjelent.

2. Abaxialis epidermisz nyuzatok alkalmazasdval hasonld eredményeket kaptunk,
melyek segitségével ki tudtuk zarni a mezofillum sejtek kitozan indukalt
sztomamozgasokban betdltott szerepét.

3. Mivel a sztomdk nyitddasdban és a nyitott dllapot fenntartasaban a fotoszintetikus
eredeti ATP és NADPH fontos szerepet tolt be, ezért a kitozdn zarosejtek
fotoszintetikus aktivitdsadra gyakorolt hatasat is megvizsgaltuk. Az abaxialis
epidermiszben taladlhatdé zarosejtek fotoszintetikus aktivitdsat PAM klorofill
fluorimetrids mddszerrel tanulmanyoztuk. Kisérleteink sordn 0j eredményként azt
tapasztaltuk, hogy a hajnalban kezelt ndvények zarosejtjeiben jelentdsen lecsokkent
a PSII rendszeren keresztiili ETR értéke, ami a kontroll névényekhez képest a nap
hatralevé részében is alacsony maradt. A fotokémiai kioltasi egylitthatok (QP és
gL), a @ps; és az NPQ mas és mas kinetikat mutatva ugyan, de szintén teljesen
lecsokkentek. Erdekes médon a napkozbeni kitozan-kezelések soran egyik
paraméter esetében sem tapasztaltunk hasonlé valtozast.

4. Mivel a kitozan zarésejtek fotoszintézisére gyakorolt hatasat feltehetéen a
sejtfelszini receptorok altal indukalt jelatviteli utak révén fejtheti ki , megvizsgaltuk
a mar korabban igazolt jelatviteli komponensek (H2O, és NO) esetleges
fotoszintézisre gyakorolt hatasat is. Mig a H,O, esetében nem tapasztaltuk a
kitozan-kezelésre jellemzOd valtozdsokat, a nagy koncentracidban kiilsleg

alkalmazott NO esetében a kitozan-kezeléshez nagyon hasonlo gatlast figyeltiink
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meg az ETR, a gP, gL, a @pg;, €s az NPQ paraméterek esetében is. Az irodalomban
el6szor igazoltuk, hogy a NO-kezelés hatasa reverzibilisnek mutatkozik, ugyanis a
NO sejtek kornyezetébdl torténd gyors eltavolitasa révén az egyes fluoreszcencia
paraméterek a  kiinduldsi  értékeikre tértek vissza. A NO linedaris
elektrontranszportlancot — gatld6 hatdsa megfelelden nagy koncentracioja
bikarbonattal feloldhatonak bizonyult. Az eredmény arra utal, hogy gatlast
tulnyomo részben az okozza, hogy a NO a vele a kotohelyért versengd bikarbonatot
a Qa 6s Qp kozti nem-hem Fe? 16l leszoritja.

Fontos azonban azt is megjegyezni, hogy a kitozan hatasara torténd sztdbmazarodas
kovetkeztében a levelek belsejében a CO, koncentracidja lecsdkkenhet, igy a

kitozan a Calvin-Benson ciklus lassitdsaval is hozzdjarulhat a zarosejtek

fotoszintetikus aktivitasanak csokkenéséhez.

A kapott eredmények alapjan kijelenthetjiik, hogy a kitozan feltehetéleg a NO
bioszintézisének aktivalasan keresztill a zardsejtek fotoszintézisét gatolja, ezaltal a
fotoszintetikus eredetli ATP és a NADPH mennyiségét csokkenti, mely a sztomanyitodas

elmaradasahoz és a sztoémazarddas folyamatanak eldsegitéséhez egyarant hozzajarulhat.




SUMMARY

SUMMARY OF THE THESIS

THE EFFECT OF THE FUNGAL ELICITOR CHITOSAN ON GUARD
CELL FUNCTION: THE CONNECTION BETWEEN STOMATAL
MOVEMENT AND THE PHOTOSYNTHETIC ACTIVITY OF
GUARD CELLS

Attila Ordég

Supevisor: Dr. Ferenc Horvath

University of Szeged

Faculty of Science and Informatics

Department of Plant Biology

INTRODUCTION

Stomata control gas exchange and transpirational water loss by turgor-driven volume
changes, but they also provide the main entrance for pathogens. Guard cells (GC) respond
to the presence of microbes by narrowing stomatal pores following perception of
microorganism-associated molecular patterns (MAMPS), such as chitosan, a deacylated
derivative of a major fungal cell wall component chitin. Besides the inhibition of the light-
induced stomatal opening chitosan also induces stomatal closure, an action with distinct
signalling pathways and transporters. Stomatal opening and closure is related to the H*-
ATPase activity in the GC plasma membrane, as this activity affects the transport of
osmotically active solutes, such as the passive movement of K* via different sets of
potassium channels, the activity of CI"/H" symporters and anion channels. ATP for proton
pumping is supplied mostly from mitochondrial respiration; however, partial inhibition by
DCMU implied a role of GC photosynthetic electron transport in the ATP supply. In order
to ascertain whether chitosan affects GC photosynthetic ATP production, the light-

dependence of the photosynthetic electron transport rate of a single GC was assayed. Vicia
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faba epidermal peels were bathed in solutions containing different molecular weight
chitosan and chlorophyll fluorescence parameters were determined by a Microscopy-PAM
chlorophyll fluorometer (Walz, Germany). A possible role of hydrogen peroxide and nitric
oxide molecules in chitosan signalization, as well as photosynthetic ATP production, was

also investigated.
AIMS OF THE STUDY

The purpose of this work is to examine the effect of chitosan, the most common fungal
elicitor affecting the function of guard cells. Since chitosan is impermeable to cell
membranes, its effect can be elucidated only by the signal compounds of the activated
intracellular signalling pathways. So our additional goal was to investigate the potential
effect of certain members in this pathway.

The particular goals of this work are summarized by the following points:

1. Are Vicia faba guard cells able to recognize the chitosan molecule as MAMP? If
so, does chitosan cause stomatal closure or inhibit the stomatal opening? If chitosan
can influence the stomatal movements, will it raise the level of hydrogen peroxide
or nitric oxide, the two major compounds of the chitosan-induced signalling
cascade? We were also curious about in what compartment and how long after the
chitosan treatment do these compounds accumulate?

2. Do mesophyll cells surrounding the guard cells influence the effect of chitosan on
stomatal movements?

3. Does chitosan affect the photosynthetic activity of guard cells, thereby influencing
the amount of the required NADPH and ATP for stomatal closing and opening?

4. EPR measurements on thylakoid membrane complexes have shown that NO
inhibits electron transfer processes in PSIlI and target sites have also been
indentified, such as the nonheme iron between the Qa and Qg binding sites. If we
can detect chitosan-induced hydrogen peroxide and nitric oxide, we aim to
investigate the effect of both molecules on the photosynthetic activity of guard

cells, using external donor chemicals.
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MATERIALS AND METHODS

Plant material: Leaves of hydroponically grown four-week-old broad bean (Vicia faba L.)
plants.

Treatment: Prior to measurements, leaves were sprayed with experimental solutions
containing 1 mM C,H3NaO,, 10 mM MES, 10 mM KCl and 100 uM CaCl; (pH 6.15 with
KOH) with 100 pg ml™ chitosan (CHT solution) or without chitosan (control solution).
Leaves were treated at 5:30 AM (inhibition of stomatal opening) or at 10:00 AM
(induction of stomatal closure).

S-nitroso-gluthatione (GSNO) was used as NO donor molecule. The concentration of NO
was measured aperometrically using a NO electrode (ISO-NOP, WPI, USA).

Stomatal aperture measurements: The width of stomatal apertures was measured on
pictures taken from freshly peeled epidermal strips with the Image-Pro Plus 5.1 image
analyser software. The experiments were repeated on three different days, each yielding
the average of at least 90 aperture widths.

Epidermal strip bioassay: Prior to each experiment, the abaxial epidermis was peeled
carefully from the third to fourth completely unfolded leaves and submerged in the
experimental solution. The strips contained only small regions contaminated with
mesophyll cells — mainly around the major veins — and these regions were excised with a
razor blade. The strips were transferred and washed for 5 minutes in the hypoosmotic
experimental solution in order to remove any remaining mesophyll cell debris and

mesophyll chloroplasts by severe osmotic shock.

Chlorophyll a fluorescence measurements: Chlorophyll a fluorescence of 4 to 5 stomata
from a mesophyll-free abaxial epidermis patch was monitored with a MYCROSCOPY-
PAM chlorophyll fluorometer (Walz GmbH, Germany) mounted on an inverted
epifluorescence microscope (Zeiss Axiovert 40, Zeiss GmbH, Germany). During rapid

light curves the following photosynthetic parameters were obtained:

e Maximal quantum efficiency (F./Fn)

e The PSII efficiency factors (gP and gL)

e The effective quantum efficiency of PSII (®ps)))

e The maximal quantum efficiency of the light-adapted PS Il photochemistry
(FvIFR)

e The apparent relative linear electron transport rate (ETR)

e The Stern-Volmer type non-photochemical quenching (NPQ)
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Localization of the fluorescent probes using confocal microscopy: Localization of the
fluorescent probes (AmplexRed — H,O,; DAF-FM DA — NO) in the abaxial epidermis of
intact leaves were carried out using confocal laser scanning microscopy (Olympus FVV1000
LSM, Olympus Life Science Europa GmbH, Hamburg, Germany).

Statistical analysis: Results are expressed as mean + SD. In indicated cases, Student’s t-
test was used (*P < 0.05, **P <0.01, ***P <0.001).

RESULTS

It has been shown in many types of plants that chitosan not only inhibits light-induced
stomatal opening but can also induce stomatal closure, an action with distinct signalling
pathways and transporters. Our goals were to prove the effect of chitosan on Vicia faba

guard cells. Our results can be summarized in the following points.

1. As a new result we confirmed that, in Vicia faba, chitosan does not induce
stomatal closure but it does inhibit stomatal opening. Using specific fluorescent
probes we have shown that chitosan enhances the level of hydrogen peroxide
and nitric oxide already after one hour of treatment. Hydrogen peroxide
accumulates mainly in the chloroplasts (probably in the stroma) and in the
nuclei, while the level of nitric oxide increases in chloroplasts, in the cytoplasm
and in cell walls around the stomatal pores.

2. Using abaxial epidermal peels we show that mesophyll cells do not play an
exclusive role in chitosan induced stomatal movements.

3. Since stomatal opening and maintaining of the open state are energy dependent
processes, the effect of chitosan on photosynthetic activity of guard cells has
been investigated. As a new result we show that guard cells on leaves treated at
dawn showed decreased ETR values, which remained low compared to the
control during the whole day. The values of gP, gL, ®@ps;; and NPQ remained
also very low. Interestingly, our results also indicate that treatment at 10:00
AM does not influence the photosynthetic activity of guard cells.

4. Since chitosan can act only through cell surface receptors, two compounds
from the intracellular signalling pathway have been further investigated: we
examined the effect of exogenously applied H,O;, (100uM) and NO (450 nM)
on the photosynthetic activity of guard cells. H,O, was not able to mimic the

effect of chitosan. NO, on the other hand, was able to slow down the
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photosynthetic activity of guard cells in a similar way as chitosan: the NO
treatment decreased the values of ETR, qP, qL, ®ps; and NPQ, which closely
resembles the results of the chitosan treatment. The effect of NO has been
shown to be reversible, using a high amount of bicarbonate. These results
suggest that NO might act on the nonheme iron between the Qa and Qg binding
sites.

It is also very important to note, that chitosan can also induce stomatal closure,
which in turn can decrease the amount of CO;, inside the leaves. This may slow
down the activity of the Calvin-Benson cycle, which also influences the linear

electron transport processes.

In summary, data in this work provide a confirmation of the effect of chitosan on
guard cells of Vicia faba. Chitosan, possibly through increasing the amount of NO inside
the chloroplasts, can block the photosynthetic activity of guard cells leading to a decreased
amount of ATP and NADPH, which may contribute to the induction of stomatal closure

and to the inhibition of the stomatal opening.
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