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BEVEZETÉS 

A zárósejtek, a növényi epidermisz olyan speciális tulajdonságú sejtjei, melyek 

turgoruk változtatásával a gázcserét, a párologtatást és a levelek hőmérsékletét egyaránt 

meghatározzák. A zárósejtek amellett, hogy a párologtatáson keresztül segítik a levelek 

hőmérsékletének szabályozását, néhány mikrométeres szenzorként is működnek. Egyaránt 

képesek a belső hormonális és a külső környezeti jelek érzékelésére. Mindemellett, rendkívül 

fontos szerepük van a patogének elleni harcban is. A növényi sejtfal emésztésére képtelen 

patogének a nyitott sztómákon, mint természetes nyílásokon keresztül bejutva akár az egész 

növény megfertőzésére képesek. A sztómáknak így, mint a növényi immunrendszer első 

bástyáinak fontos szerepük van a különböző mikroorganizmusok felismerésében, és a 

megfelelő védekezési válaszok elindításában. A zárósejtek képesek az egyes 

mikroorganizmusokhoz kapcsolható molekuláris mintázatok (MAMP) felismerésére, mint 

például a kitozán, gomba sejtfal származék felismerésére is. Az érzékelést követően a kitozán 

hatására gátlódik a fény indukálta sztómanyitódás, továbbá a sztómazáródásban szereplő 

különböző jelátviteli komponensek és transzporterek is aktiválódnak. A sztómazáródás és 

nyitódás során egyaránt szerepet játszik a plazmamembránban található H
+
-ATPáz, mely ATP 

energiáját felhasználva protonokat juttat az extracelluláris térbe, növelve a membrán két 

oldala között fennálló, protonokra vonatkozó elektrokémiai potenciálkülönbséget. A H
+
-

ATPáz energiáját elsősorban a mitokondriumok biztosítják, azonban mivel a fotoszintézis 

gátló DCMU használata csökkent nyitottságot eredményez, így arra lehet következtetni, hogy 

a nyitódás során a felhasznált energia egy része (nagyjából 35%) a zárósejtekben található 

kloroplasztiszokból származtatható. Annak érdekében, hogy megvizsgáljuk a kitozán 

lehetséges fotoszintézis-gátló hatását, nyomon követtük a nap folyamán a kitozán-kezelt 

növények zárósejtjeinek fotoszintetikus aktivitását Mycroscopy-PAM fluoriméter (Walz 

GmbH, Németország) segítségével. Mivel a kitozán molekulaszerkezetéből adódóan nem 

juthat be a sejtekbe, így a jelátvitele során bizonyítottan felhalmozódó anyagok (H2O2 és NO) 

fotoszintézisre gyakorolt hatását is megvizsgáltuk. 
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CÉLKITŰZÉSEK 

Munkánkban az egyik legáltalánosabb gomba MAMP, a kitozán sztómaműködésre 

gyakorolt hatását vizsgáltuk lóbab (Vicia faba L.) modellnövényben. A kitozán a sejtmembrán 

számára átjárhatatlan, hatását így feltehetően csak a sejtfelszíni receptorokon keresztül képes 

kifejteni. Receptorával való kapcsolódása különböző jelátviteli utakat indukálhat, ezért célunk 

a lehetséges jelátvivő molekulák azonosítása, és azok lehetséges fotoszintézisre gyakorolt 

hatásának részletes vizsgálata volt. 

 Az alábbi kérdésekre kerestük a választ: 

1. Vajon a Vicia faba zárósejtjei képesek-e a kitozán molekulát, mint MAMP vegyületet 

felismerni, és hatására bekövetkezik-e sztómazáródás illetve sztómanyitódás-gátlás? 

Amennyiben igen, akkor vajon a H2O2 és NO, mint jelátvivő komponens szerepel-e a 

kitozán-indukált jelátviteli utak hálózatában? E jelátvivő molekulák mely 

kompartmentumokban és a kitozán kezelés után mennyi idővel keletkeznek? 

2. A zárósejtek környezetében lévő parenchima réteg mezofillum sejtjei vajon 

befolyásolják-e a kitozán sztómaműködésre gyakorolt hatását? 

3. Vajon a kitozán befolyásolja-e a zárósejtek fotoszintetikus aktivitását, ezáltal 

csökkentve vagy növelve a záródáshoz és nyitódáshoz szükséges ATP és NADPH 

mennyiségét? 

4. Tilakoid membránok és intakt levelek esetében már igazolták, hogy a NO gátolja a 

PSII donor és akceptor oldali elektronátadódási folyamatait. Amennyiben sikeresen 

azonosítani tudnánk a kitozán indukálta H2O2 és NO megjelenését, exogén H2O2 és 

NO-donorok használatával tesztelni szeretnénk ezek fotoszintetikus 

elektrontranszportláncra gyakorolt hatását zárósejtekben. 

 

ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK 

• Kísérleti növény: Lóbab (Vicia faba L.) 

• Nevelési körülmények: a növényeket 4 hetes korukig hidropónikusan neveltük 

módosított Hoagland tápoldatban (2 mM Ca(NO3)2, 1 mM MgSO4, 0,5 mM KCl, 0,5 

mM KH2PO4, 0,5 mM Na2HPO4, 0,001 mM MnSO4, 0,005 mM ZnSO4, 0,0001 mM 

(NH4)6Mo7O24, 0,01 mM H3BO4, and 0,02 mM Fe(III)-EDTA, pH 6,0). 
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• Kísérleti oldatok: 

– Inkubációs oldat : 10 mM MES, 10 mM KCl, 100 µM CaCl2 (pH 6,15 TRIS) 

– 100 µg ml
-1

 alacsony molekula tömegű (LMW) kitozán oldat 1 mM Na-acetát 

tartalmú inkubációs oldatban oldva 

– S-nitrozo-glutation (GSNO), mint NO donor 

– 100 µM H2O2 

• A keletkezett NO mennyiségét NO-elektród segítségével amperometriás módon 

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

• Kezelési időpontok: hajnali kísérletek során 5:30-kor (a sztómanyitódás gátlásának 

vizsgálata), míg a napközbeni kísérletek esetében 10:00-kor (a sztómazáródás 

indukciójának és a sztómanyitódás gátlásának vizsgálat) inkúbációs oldattal, 

kontrollként és 100 µg ml
-1

 kitozán tartalmú oldattal. 

• Sztóma pórusátmérő meghatározása: frissen készített epidermisz nyúzatokon történt, 

ezekről mikroszkópos (Nikon Eclipse TS-100, Japán) felvételt készítettünk, melyeket 

az ImagePro 5 program (Media Cybernetics, USA) segítségével elemeztünk ki. 

Minden kezelés esetében legalább 90 db sztómát vizsgáltunk meg. 

• Epidermisz nyúzatok előkészítése a zárósejteken végzett Microscopy-PAM 

mérésekhez: a mérések előtt 5 perces kezelés történt a hipoozmotikus inkubációs 

oldatban, a mezofillum sejtek, vagy a nyúzás során keletkezett mezofillum törmelék 

eltávolítására. 

• A klorofill a fluoreszcencia mérések Microscopy-PAM fluoriméter (Walz GmbH, 

Németország) segítségével történtek, melyek során gyors fényválasz görbéket 

vizsgáltunk meg. 

• A fluoreszcencia indukció és kioltási analízis során a következő paramétereket 

vizsgáltuk meg (a gyors fényválasz görbék alapján): 

– A sötétadaptált PSII reakciócentrumok (RC) maximális kvantumhatásfokát 

(Fv/Fm) 

– A fotokémiai kioltási együtthatókat (qP és qL), melyek a nyitott PSII 

reakciócentrumok részarányát becsülik nem-kapcsolt (qP) és kapcsolt (qL) 

reakciócentrumok esetén 

– A PSII reakciócentrumok effektív kvantumhatásfokát (ΦPSII) 
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– A fényadaptált PSII reakciócentrumok maximális fotokémiai 

kvantumhatásfokát az Fv’/Fm’ paraméterrel becsültük 

– A PSII rendszeren keresztüli lineáris elektrontranszport sebességét (ETR) 

– A nem-fotokémiai kioltást a Stern-Volmer típusú nem-fotokémiai kioltással 

(NPQ) becsültük 

• A H2O2 (AmplexRed, 1mM) és a NO (DAF-FM, 10 µM) kvalitatív vizsgálata 

fluoreszcens jelölők segítségével konfokális lézer pásztázó mikroszkóp használatával 

történt. 

• Statisztikai analízis: Student-féle t-próba segítségével (OriginPro 8.6, OriginLab 

Corporation, USA). 

 

EREDMÉNYEK 

A kitozán, a β-1,4-glükózamin láncokból felépülő gomba sejtfalalkotó molekula kék fény-

indukált sztómanyitódás-gátló, és sztómazáródást serkentő hatását több növényfaj esetében 

bizonyították. A sztómanyitódáshoz és záródáshoz vezető jelátviteli útvonalak és az 

ionáramlást irányító transzporterek szerteágazó hálózatát a kitozán több ponton 

befolyásolhatja. Kísérleteink során e hatás igazolását tűztük ki célul Vicia faba L. 

modellnövény esetén.  

1. Elsőként igazoltuk, hogy Vicia faba esetében a levelek kitozánnal történő permetezése 

nem indukált sztómazáródást, azonban a sztómanyitódást meggátolta. Mivel ezen 

eredmények az irodalomból ismert korábbi eredményeknek csak részben feleltethetők 

meg, így további kísérletek során a kitozán hatására aktiválódó jelátviteli 

komponensek megjelenését is megvizsgáltuk. Specifikus fluoreszcens jelölők 

segítségével szintén elsőként igazoltuk, hogy a H2O2 és a NO, mint jelátvivő 

molekulák a Vicia faba zárósejtek kloroplasztiszaiban a kitozán-kezelést követő 1 órán 

belül felhalmozódtak. Szintén elsőként térünk ki arra, hogy érdekes módon a H2O2 

felhalmozódás feltehetően elsősorban a kloroplasztiszok sztrómájában és a 

sejtmagokban volt megfigyelhető, míg a NO a kloroplasztiszokon kívül a 

citoplazmában és pórus körüli sejtfalakban is megjelent.  

2. Abaxiális epidermisz nyúzatok alkalmazásával hasonló eredményeket kaptunk, 

melyek segítségével ki tudtuk zárni a mezofillum sejtek kitozán indukált 

sztómamozgásokban betöltött szerepét. 
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3. Mivel a sztómák nyitódásában és a nyitott állapot fenntartásában a fotoszintetikus 

eredetű ATP és NADPH fontos szerepet tölt be, ezért a kitozán zárósejtek 

fotoszintetikus aktivitására gyakorolt hatását is megvizsgáltuk. Az abaxiális 

epidermiszben található zárósejtek fotoszintetikus aktivitását PAM klorofill 

fluorimetriás módszerrel tanulmányoztuk. Kísérleteink során új eredményként azt 

tapasztaltuk, hogy a hajnalban kezelt növények zárósejtjeiben jelentősen lecsökkent a 

PSII rendszeren keresztüli ETR értéke, ami a kontroll növényekhez képest a nap 

hátralevő részében is alacsony maradt. A fotokémiai kioltási együtthatók (qP és qL), a 

ΦPSII és az NPQ más és más kinetikát mutatva ugyan, de szintén teljesen lecsökkentek. 

Érdekes módon a napközbeni kitozán-kezelések során egyik paraméter esetében sem 

tapasztaltunk hasonló változást. 

4. Mivel a kitozán zárósejtek fotoszintézisére gyakorolt hatását feltehetően a sejtfelszíni 

receptorok által indukált jelátviteli utak révén fejtheti ki , megvizsgáltuk a már 

korábban igazolt jelátviteli komponensek (H2O2 és NO) esetleges fotoszintézisre 

gyakorolt hatását is. Míg a H2O2 esetében nem tapasztaltuk a kitozán-kezelésre 

jellemző változásokat, a nagy koncentrációban külsőleg alkalmazott NO esetében a 

kitozán-kezeléshez nagyon hasonló gátlást figyeltünk meg az ETR, a qP, qL, a ΦPSII, 

és az NPQ paraméterek esetében is. Az irodalomban először igazoltuk, hogy a NO-

kezelés hatása reverzibilisnek mutatkozik, ugyanis a NO sejtek környezetéből történő 

gyors eltávolítása révén az egyes fluoreszcencia paraméterek a kiindulási értékeikre 

tértek vissza. A NO lineáris elektrontranszportláncot gátló hatása megfelelően nagy 

koncentrációjú bikarbonáttal feloldhatónak bizonyult. Az eredmény arra utal, hogy 

gátlást túlnyomó részben az okozza, hogy a NO a vele a kötőhelyért versengő 

bikarbonátot a QA és QB  közti nem-hem Fe
2+

-ról leszorítja.  

Fontos azonban azt is megjegyezni, hogy a kitozán hatására történő sztómazáródás 

következtében a levelek belsejében a CO2 koncentrációja lecsökkenhet, így a kitozán a 

Calvin-Benson ciklus lassításával is hozzájárulhat a zárósejtek fotoszintetikus 

aktivitásának csökkenéséhez. 

A kapott eredmények alapján kijelenthetjük, hogy a kitozán feltehetőleg a NO 

bioszintézisének aktiválásán keresztül a zárósejtek fotoszintézisét gátolja, ezáltal a 

fotoszintetikus eredetű ATP és a NADPH mennyiségét csökkenti, mely a sztómanyitódás 

elmaradásához és a sztómazáródás folyamatának elősegítéséhez egyaránt hozzájárulhat. 
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