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BEVEZETES

A zéarosejtek, a novényi epidermisz olyan specidlis tulajdonsagi sejtjei, melyek
turgoruk valtoztatdsaval a gazcserét, a parologtatast és a levelek homérsékletét egyarant
meghatarozzak. A zardsejtek amellett, hogy a parologtatdson keresztiil segitik a levelek
hémérsékletének szabalyozdsat, néhany mikrométeres szenzorként is mitkddnek. Egyarant
képesek a belsé hormonalis €s a kiils6 kornyezeti jelek érzékelésére. Mindemellett, rendkiviil
fontos szerepiik van a patogének elleni harcban is. A névényi sejtfal emésztésére képtelen
patogének a nyitott sztémakon, mint természetes nyilasokon keresztiil bejutva akar az egész
novény megfertézésére képesek. A sztomaknak igy, mint a ndvényi immunrendszer elsé
bastydinak fontos szerepiik van a kiilonb6z6 mikroorganizmusok felismerésében, és a
megfeleld védekezési valaszok elinditdsdban. A zardsejtek képesek az egyes
mikroorganizmusokhoz kapcsolhaté molekularis mintazatok (MAMP) felismerésére, mint
példaul a kitozan, gomba sejtfal szarmazék felismerésére is. Az érzékelést kovetden a kitozan
hatasara gatlédik a fény indukélta sztdmanyitédas, tovabba a sztdmazarddasban szerepld
kiilonb6z6 jelatviteli komponensek és transzporterek is aktivadlodnak. A sztdémazarddas és
nyitodas soran egyarant szerepet jatszik a plazmamembranban talalhaté H'-ATP4z, mely ATP
energiajat felhasznalva protonokat juttat az extracelluldris térbe, novelve a membran két
oldala kozott fennalld, protonokra vonatkozé 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 sordn a felhasznalt energia egy része (nagyjabol 35%) a zarosejtekben taldlhato
kloroplasztiszokbo6l szarmaztathatd. Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk a kitozan
lehetséges fotoszintézis-gatld hatasat, nyomon kovettik a nap folyaméan a kitozan-kezelt
novények zardsejtjeinek fotoszintetikus aktivitasat Mycroscopy-PAM fluoriméter (Walz
GmbH, Németorszag) segitségével. Mivel a kitozan molekulaszerkezetébdl adodéan nem
juthat be a sejtekbe, igy a jelatvitele soran bizonyitottan felhalmoz6d6 anyagok (H20, és NO)

fotoszintézisre gyakorolt hatasat is megvizsgaltuk.



CELKITUZESEK

Munkankban az egyik legaltalanosabb gomba MAMP, a kitozdn sztdomamiikodésre

gyakorolt hatasat vizsgaltuk lobab (Vicia faba L.) modellnvényben. A kitozan a sejtmembran

szamara atjarhatatlan, hatasat igy feltehetden csak a sejtfelszini receptorokon keresztiil képes

kifejteni. Receptoraval valé kapcsolodasa kiilonbozo jelatviteli utakat indukalhat, ezért célunk

a lehetséges jelatvivé molekuldk azonositdsa, és azok lehetséges fotoszintézisre gyakorolt

hatasanak részletes vizsgalata volt.

Az alabbi kérdésekre kerestiik a valaszt:

Vajon a Vicia faba zarosejtjei képesek-e a kitozan molekulat, mint MAMP vegyiiletet
felismerni, és hatdsara bekdvetkezik-e sztdmazarddas illetve sztdmanyitddas-gatlas?
Amennyiben igen, akkor vajon a H,0, és NO, mint jelatvivé komponens szerepel-e a
kitozdn-indukalt jelatviteli utak halozatdban? E jelatvivd molekuldk mely
kompartmentumokban és a kitozan kezelés utan mennyi idével keletkeznek?

A zérésejtek kornyezetében 1évé parenchima réteg mezofillum sejtjei vajon
befolyasoljak-e a kitozan sztémamiikodésre gyakorolt hatasat?

Vajon a kitozan befolyasolja-e a zardsejtek fotoszintetikus aktivitasat, ezaltal
csokkentve vagy novelve a zarddashoz és nyitodashoz sziikséges ATP ¢s NADPH
mennyiségét?

Tilakoid membranok és intakt levelek esetében mar igazoltak, hogy a NO gatolja a
PSII donor és akceptor oldali elektronatadddasi folyamatait. Amennyiben sikeresen
azonositani tudnank a kitozén indukélta H,O, és NO megjelenését, exogén H,O, és
NO-donorok hasznélataval tesztelni szeretnénk ezek fotoszintetikus

elektrontranszportlancra gyakorolt hatasat zarosejtekben.

ANYAGOK ES MODSZEREK

Kisérleti novény: Lobab (Vicia faba L.)

Nevelési koriilmények: a novényeket 4 hetes korukig hidroponikusan neveltiik
modositott Hoagland tapoldatban (2 mM Ca(NO3)2, I mM MgS04, 0,5 mM KCl, 0,5
mM KH2PO4, 0,5 mM Na2HPO4, 0,001 mM MnSO4, 0,005 mM ZnS0O4, 0,0001 mM
(NH4)6M07024, 0,01 mM H3BO4, and 0,02 mM Fe(l11)-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 tomegli (LMW) kitozan oldat 1 mM Na-acetat
tartalmu inkubécios oldatban oldva
— S-nitrozo-glutation (GSNO), mint NO donor
— 100 uM H,0,

A keletkezett NO mennyiségét NO-elektrod segitségével amperometridas modon

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

Kezelési idopontok: hajnali kisérletek soran 5:30-kor (a sztomanyitodas gatlasanak
vizsgalata), mig a napkozbeni kisérletek esetében 10:00-kor (a sztdmazarddas
indukcigjanak és a sztomanyitdodds gatlasanak vizsgalat) inkubécids oldattal,

kontrollként és 100 pg ml™ kitozéan tartalmi oldattal.

Sztoma poérusatmérd meghatarozasa: frissen készitett epidermisz nyuzatokon tortént,
ezekr6l mikroszkopos (Nikon Eclipse TS-100, Japan) felvételt készitettiink, melyeket
az ImagePro 5 program (Media Cybernetics, USA) segitségével elemeztiink ki.

Minden kezelés esetében legalabb 90 db sztémat vizsgaltunk meg.

Epidermisz nylzatok elOkészitése a zarosejteken végzett Microscopy-PAM
mérésekhez: a mérések elétt 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 soran gyors fényvalasz gorbéket

vizsgaltunk meg.

A fluoreszcencia indukcio és kioltasi analizis soran a kovetkezd paramétercket
vizsgaltuk meg (a gyors fényvalasz gorbék alapjan):
— A sotétadaptalt PSII reakciocentrumok (RC) maximalis kvantumhatasfokat
(Fv/Fm)
— A fotokémiai kioltasi egyiitthatokat (qP ¢és gL), melyek a nyitott PSII
reakcidcentrumok részaranyat becsiilik nem-kapcsolt (qP) és kapcsolt (L)
reakcidcentrumok esetén

— A PSII reakcidécentrumok effektiv kvantumhatasfokat (@ps))



— A fényadaptalt  PSII  reakciécentrumok  maximalis fotokémiai
kvantumhatasfokat az F, /Fy,’ paraméterrel becsiiltiik
— A PSII rendszeren keresztiili linearis elektrontranszport sebességét (ETR)
— A nem-fotokémiai kioltast a Stern-Volmer tipusii nem-fotokémiai kioltdssal
(NPQ) becsiiltiik
* A H;O0, (AmplexRed, ImM) és a NO (DAF-FM, 10 puM) kvalitativ vizsgalata
fluoreszcens jelolok segitségével konfokalis 1ézer pasztazd mikroszkop hasznélataval
tortént.
» Statisztikai analizis: Student-féle t-proba segitségével (OriginPro 8.6, OriginLab
Corporation, USA).

EREDMENYEK

A kitozén, a -1,4-gliikdzamin lancokbdl felépiild gomba sejtfalalkotdo molekula kék fény-
indukalt sztomanyitddas-gatld, és sztomazarddast serkentd hatdsat tobb ndvényfaj esetében
bizonyitottdk. A sztomanyitodashoz és zarddashoz vezetd jelatviteli utvonalak ¢és az
ionaramlast irdnyitd transzporterek szertedgazd halozatdt a kitozan tobb ponton
befolyasolhatja. Kisérleteink soran e hatas igazolasat tlztik ki célul Vicia faba L.

modellndvény esetén.

1. Elséként igazoltuk, hogy Vicia faba esetében a levelek kitozannal torténd permetezése
nem indukalt sztomazarddast, azonban a sztomanyitodast meggatolta. Mivel ezen
eredmények az irodalombol ismert korabbi eredményeknek csak részben feleltethetok
meg, igy tovabbi kisérletek soran a kitozan hatasara aktivalodo jelatviteli
komponensek megjelenését is megvizsgaltuk. Specifikus fluoreszcens jel6lok
segitségével szintén elséként igazoltuk, hogy a H,O, és a NO, mint jelatvivo
molekulék a Vicia faba zardsejtek kloroplasztiszaiban a kitozan-kezelést kovetd 1 oran
beliil felhalmozddtak. Szintén elséként tériink ki arra, hogy érdekes modon a H,0,
felhalmozodas feltehetdéen elsdsorban a kloroplasztiszok sztroméjaban ¢és a
sejtmagokban volt megfigyelhetd, mig a NO a kloroplasztiszokon kiviil a
citoplazmaban és porus koriili sejtfalakban is megjelent.

2. Abaxialis epidermisz nyuzatok alkalmazéasdval hasonld eredményeket kaptunk,
melyek segitségével ki tudtuk zarni a mezofillum sejtek kitozan indukalt

sztdmamozgasokban betdltott szerepét.



3. Mivel a sztomdak nyitddasaban és a nyitott allapot fenntartdsdban a fotoszintetikus
eredeti ATP és NADPH fontos szerepet tolt be, ezért a kitozdn zardsejtek
fotoszintetikus aktivitasara gyakorolt hatasat is megvizsgaltuk. Az abaxidlis
epidermiszben talalhaté zardsejtek fotoszintetikus aktivitdsat PAM  klorofill
fluorimetrias moédszerrel tanulmanyoztuk. Kisérleteink soran 0j eredményként azt
tapasztaltuk, hogy a hajnalban kezelt ndvények zarosejtjeiben jelentdsen lecsokkent a
PSII rendszeren keresztiili ETR értéke, ami a kontroll novényekhez képest a nap
hatralevo részében is alacsony maradt. A fotokémiai kioltasi egylitthatok (qP és gL), a
Dpg €s az NPQ mas és mas kinetikat mutatva ugyan, de szintén teljesen lecsokkentek.
Erdekes modon a napkozbeni kitozan-kezelések soran egyik paraméter esetében sem
tapasztaltunk hasonl6 valtozast.

4. Mivel a kitozan zarosejtek fotoszintézisére gyakorolt hatasat feltehetden 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,0;, esetében nem tapasztaltuk a kitozan-kezelésre
jellemzd valtozasokat, a nagy koncentracidban kiilséleg alkalmazott NO esetében a
kitozan-kezeléshez nagyon hasonld gatlast figyeltiink 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 kiindulési értékeikre
tértek vissza. A NO linearis elektrontranszportlancot gatlé hatasa megfeleléen nagy
gatlast tilnyomd részben az okozza, hogy a NO a vele a kotOhelyért versengd
bikarbonatot a Qa €s Qg kozti nem-hem Fe? -rol leszoritja.

Fontos azonban azt is megjegyezni, hogy a kitozan hatdsdra torténd sztomazarddas
kovetkeztében a levelek belsejében a CO; koncentracioja lecsokkenhet, igy a kitozan a
Calvin-Benson ciklus lassitasaval is hozzajarulhat a =zarésejtek fotoszintetikus

aktivitasanak csokkenéséhez.

A kapott eredmények alapjan kijelenthetjiik, hogy a kitozan feltehetéleg a NO
bioszintézisének aktivalasan keresztil a zarosejtek fotoszintézisét gatolja, ezaltal a
fotoszintetikus eredeti ATP és a NADPH mennyiségét csokkenti, mely a sztdmanyitodas

elmaradasahoz €s a sztdmazarodas folyamatanak eldsegitéséhez egyarant hozzéjarulhat.
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Alulirottak kijelentjiik, hogy az Ordog et al kdzleményben (Ordég A, Wodala B,
Rézsavélgyi T, Tari |, Horvath F; Regulation of guard cell photosynthetic electron transport by
nitric oxide, JOURNAL OF EXPERIMENTAL BOTANY 64 (5), pp. 1357-1366, 2013) megjelent és
a jelslt altal a Szegedi Tudomanyegyetemre benyujtott doktori (Ph.D.) értekezésében
felhasznalt tudomanyos eredmények eddig nem szerepeltek mas Ph.D. értekezés
tudomanyos eredményei kdzott. Tovabba tudomasul vessziik, hogy a fenti tudomanyos
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Aldirdasommal igazolom Ordég Attila hozzajaruldsat a Wodala et al., 2010-es
tanulmany (Wodala B, Ordég A, Horvéth F; The cost and risk of using sodium nitroprusside as
a NO donor in chlorophyll fluorescence experiments; JOURNAL OF PLANT PHYSIOLOGY
167:(13) pp. 1109-1111., 2010) létrehozasdhoz. Kijelentem, hogy a jeldltnek meghatarozd
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