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1. Bevezetés

A klimavaltozas, valamint a sz¢élsGséges id6jarasi jelenségek gyakoribba valasa egyre jobban
veszélyezteti a novénytermesztést, ami szamos kihivas elé¢ dllitta a gazdaktol a
novénynemesitokon és agrarszakembereken at a kutatokat is. E kornyezeti hatasok kapcsan
megvaltozik/megvaltozhat a ndvényeket koriilvevé mikrobak dsszetétele, mely hatassal lehet a
novények mindennapi életére, novekedésére, fejlodésére és védekezési valaszaira egyarant.
Ezek mellett, ezekkel szoros kapcsolatban jelenik meg a minél ellenallobb, minél nagyobb
hasznot hozd fajtak szelektalasanak és nemesitésének igénye is. Osszességében tehat a
kornyezet-mikrobak-novény harmas alapos és mély ismerete, valamint (alap)kutatasa
sziikségszerii, hogy minél jobban leirjuk és megértsiik az egyes biologiai folyamatokat, melyek
a valtozasok, valaszok hatterében allnak, igy biztositva lehetdséget a tudomanyos ismeretek
gyakorlati szempontu felhasznalasara is. Minél mélyebb a tudasunk egy-egy jelenség kapcsan,
annal hatékonyabb ¢és célzottabb lehet az esetlegesen sziikséges beavatkozads példaul a
novények védekezésének fokozasa érdekében.

A novények védekezését szamos kiilso és belso tényezd befolyasolja, azonban a gyors
¢s hosszabb tavli ndvényi valaszok és stratégiak fo szabalyozoéi a ndvényi hormonok és a
kozottiik kialakulo kolcsonhatasok. A novekedést és fejlédést regulald hormonok, mint példaul
az auxinok, citokininek, gibberellinek és a brasszinoszteroidok, valamint a védekezés
szabalyozasaban szerepet jatszo f6 hormonok, mint példaul a szalicilsav, a jdzmonatok, az
etilén és az abszcizinsav nem elszigetelten, hanem egymassal dsszefonodva befolyasoljak a
stresszvalasz kialakitasat. Ugyanakkor egy-egy hormon specifikus hatasokkal is bir, melyekben
szamos mas molekulaval, mint példaul a reaktiv oxigénformakkal (ROS) vagy a nitrogén-
monoxiddal (NO) miikddik kozre. A bonyolult élettani, biokémiai és molekularis valtozasok
felfedezése és leirdsa nélkiilozhetetlen tehat, hogy minél pontosabb képet kapjuk ezen
hormonok kapcsan, mely munka folyamatosan zajlik, egyre tobb 10j ismeretet szerezve és
bemutatva a ndvény- és agrartudomanyok szaktertiletein.

A novényi hormonok koziil a névényi védekezésben szerepet jatszo egyik f6 molekula
a szalicilsav (SA), melyrél csupan az utdbbi 30 évben nétt meg szignifikansan az ismeretiink.
Ma mar tudjuk, hogy az eltéré novényfajok és fajtak alap SA szintje mas és mas lehet, mely
jelentdsen befolyasolhatja az adott faj/fajta védekezési valaszait. Ismerjlik az SA jelatvitelét és
receptorat, melynek koncentraciofiiggé miikodésével kapcsolatosan még tobb kérdés

tisztazatlan maradt. Emellett ismerjiik lokalis és szisztemikus hatasait is, melyek kapcsan ujabb



¢s ujabb molekulakat azonositottak az utobbi 10 évben, de egyes epigenetikai valtozasokat (pl.:
hiszton acetilaciot) indukald hatasai is ismertté valtak az utébbi idében. Legujabban pedig
bioszintézisének utvonala, transzportja ¢és mdas hormonokkal vagy éppen a illékony
komponensekkel torténd kapcsolata keriilt a kutatasok fokuszpontjaba.

Az SA kapcsan hamar megallapitast nyert annak koncentracio- és idofliggd hatasa. Mig
egyes alacsonyabb koncentraciok a novények védekezését fokozzak, tigy a nagyobb
koncentraciok elpusztitjdk a novényi sejteket. Ez utobbi folyamat, a programozott sejthalél
(PCD) vizsgalata a 2000-es évek elején indult, de még ma is sok a nyitott kérdés a PCD
mechanizmusara és a novények ¢letfolyamataiban betoltott szerepére vonatkozdan. Az
1d6fliggd valaszok pedig feltartak, hogy mar 10-15 percen beliil jelentds valtozasokat indukal
az SA sejtszinten, a tobb ora/nap alatt kifejtett Szervezetszintii hatasa mellett. Jelen dolgozat is
ezekhez a vizsgélatokhoz kapcsolodik, és azt elemzi, hogy a napszak és a fény jelenléte/hianya
hogyan befolyasolja az SA ndvényi védekezési vélaszok kialakitdsdban jatszott szerepét.
Ugyanakkor a gyors ndvényi védekezési valaszok generalasaban egy-egy sejtorganellumnak és
a ra gyakorolt hormonhatasnak, valamint a sejtorganellumok interakciojanak kulcsszerepe
lehet. A dolgozathan az SA jelatvivo és effektor molekulaiként is funkcionalé ROS kiilonb6z6o
sejtorganellumokban  [citoplazma,  kloroplasztisz,  mitokondrium,  endoplazmatikus
retikulumban (ER)] torténé keletkezésére, valamint azok metabolizmusara gyakorolt hatasa
kapcsan végzett kutatasokat foglalom 6ssze és mutatom be.

A novények védekezésének pontosabb leirdsa és megértése, valamint ebben az SA és
ROS metabolizmus kapcsolatanak sejtorganellum szintli ismerete szamos 0j lehetdséget és
iranyt mutathat a ndvény- és agrartudomanyok szamara. Nemcsak az 1j, SA-produkciot
serkentd vagy éppen gatld novényvédd szerek vagy herbicidek fejlesztése, hanem egyes
vegyszerek kijuttatasanak napszaktol fiiggd idozitése is lehet 0 perspektiva a ROS generalas
vagy kioltas miatt. Emellett tovabbi alternativa lehet a nemesités szamara magasabb endogén
SA tartalmt fajtdk nemesitése, SA markerek (napszakfiiggd) vizsgalata és fejlesztése. A
hasznositds tovabbi potencidlja még a novényi védekezés vagy PCD indukci6d tovabbi,
sejtorganellumokra specifikus markereinek kifejlesztése is. Emellett segitheti olyan mikrobialis
Osszetétell biostimulansok fejlesztését IS, melyek pozitiv hatassal lehetnek a mezdgazdasagi
haszonndvények SA altal szabalyozott védekezési folyamataira kiillonb6zd stressztényezdk

mellett.



2. Irodalmi attekintés

2.1. A novények mikrobialis korokozokkal szembeni védekezésének alapjai

A biotikus stresszorokkal szembeni novényi védekezés leirasanak legelfogadottabb modellje
szerint a novények elsé 1épésben kiilonbozd receptorok segitségével érzékelik a mikrobialis
korokozokat, mely kivaltja az un. patogén-indukalta immunitast (PTI) vagy az effektor-
indukalta immunitast (ETI) (Jones és Dangl, 2006; Saijo és Loo, 2020). A kiilénb6z6 patogén-
kapcsolt molekularis mintdzatokat (PAMP) vagy mikroba-kapcsolt molekularis mintazatokat
(MAMP) a PTI kialakulasa soran a sejtfelszinen lokalizaloédd mintazatfelismerd receptorok
(PRR) ismerik fel (Jones és Dangl, 2006; Acevedo és mtsai. 2015). A PRR-ek koz¢é tartoznak
a leucin-gazdag ismétlédéseket (LRR) tartalmazo receptor-szerii kinazok (RLK), mint az FLS2
(Flagellin Sensing 2) és az EFR, melyek a bakterialis flagellint (flg22 epitop), tovabba az
elongacios faktor (EF)-Tu-t (elf18/elf26 epitdp) detektaljak. Emellett a PRR-ek kdzé sorolhatd
a lizin motivumot (LysM) tartalmazé RLK Kkitin elicitor receptor kindz (CERKI1) is, mely a
gomba eredetti kitin oligomereket €s a bakterialis peptidoglikdnokat ismeri fel (Couto és Zipfel,
2016). A receptor-ligand kotést kovetden olyan konformaciovaltozasok indukaldédnak, melyek
koreceptor/adapter kindzokkal fehérje foszforilacids kaszkadokat inditanak el az RLK-kon és
receptorszeril citoplazmatikus kindzokon keresztiil. A PRR-ek altal indukalt jelatvitel részeként
megné a citoplazmatikus szabad Ca®" szint, a plazmamembranon lokalizalt NADPH-oxidaz
(RBOH) aktivitdsdnak koszonhetéen fokozodik a ROS produkcidja az apoplasztban,
aktivalodnak a Ca?'-fiiggd protein kindzok (CDPK) és a mitogén-aktivalt protein kiniz
(MAPK) kaszkad, mely végso soron a védekezésben szerepet jatszo hormonok, mint példaul a
szalicilsav (SA) bioszintézisét fokozza, és ezaltal széleskorii transzkripcios, transzlacios és
metabolikus valtozasokat indukal a ndvényi sejtekben (Yu és mtsai. 2017; Saijo és Loo, 2020).

Ugyanakkor a széles spektrumu és gyors PTI legydzése érdekében a kiilonbozo
mikrobidlis patogének egy masik szinten is tdmadast indithatnak a ndvények ellen, melynek
részeként fajra jellemzd effektor molekuldkat (virulencia faktorokat) termelhetnek (Torufio és
mtasi. 2016). Baktériumok esetében az egyik legjelentésebb effektor molekula a koronatin,
mely példaul az elsddleges védekezési valasz részeként indukalt sztomazarast meggatolja,
ezaltal pedig a patogéneknek tovabbi bejutasi lehetdséget biztosit (Montillet és Hirt, 2013;
Toum és mtsai. 2016). A baktériumok mellett a gombak is képesek virulenciafaktorként példaul
toxinokat szintetizalni (pl.: fumonizinek), melyek a novényi védekezést gyengitik (Xing és
mtsai. 2013; Igbal és mtsai. 2021). Emiatt a ndvények kiilonb6z6 intracelluléris receptorokat
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fejlesztettek Ki, beleértve a nukleotid-k6té domént és LRR-t tartalmazd fehérjéket (NLR),
amelyek kozvetleniil vagy kozvetve felismerik a mikrobialis effektorokat. Az NLR
aktivalodasa a védekezés egy felerdsitett formdjat indukélja, mely gyakran lokalizalt
programozott sejthaldlhoz (PCD) vezet, melynek az egyik forméja a hiperszenzitiv valasz (HR),
ami megakadalyozza a patogének tovabbi terjedését a megfertdzott novényi szévetben (Jones
¢és Dangl, 2006; Han, 2019). Bar a HR nem sziikségszerti, de gyakori kiséréje az ETI-nek, mely
a PTl-vel 6sszehasonlitva robusztusabb novényi valaszokat general a kérokozodkkal szemben
(Jones és Dangl, 2006; Thomma és mtsai. 2011).

A PTI ¢és ETI azonban nem elszigetelten torténik, hanem az egész novényre kihathat.
A korokozok és/vagy a karosodds lokalis felismerését kovetden ugyanis olyan jelatviteli
folyamatok generalédhatnak, melyek részeként mobilis jelek lokélisan, az adott szervben
késdbbi hatast is kivaltanak. A lokalis rezisztencia mellett a ndvények disztalis, a fertdézéstol
tavolabbi szerveiben kialakulhat az Gn. szisztemikus szerzett rezisztencia (SAR) is, mely a
masodlagos fert6zésekkel szemben védi a novényi egyedet (Jones és Dangl 2006; Acevedo ¢€s
mtsai. 2015; Han, 2019). Emellett ismert az is, hogy a névényi gyokerek mikrobiomjaban
talalhat6 jotékony mikrobak eldsegithetik a ndvények novekedését és fejlodését, valamint az
egész novényre kiterjed6 védelmet nyujthatnak a kiilonb6zé korokozok és novényevok széles
kore ellen azaltal, hogy az Un. indukalt szisztémas rezisztenciat (ISR) okozzak (Pieterse ¢€s
mtsai. 2014). A lokalis és szisztemikus valaszokban, valamint az ISR soran kulcsfontossagu
molekulak lehetnek tobbek kdzott a ROS és a reaktiv nitrogénformak, a pipekolinsav (Pip), az
N-hidroxi-pipekolinsav (NHP), illetve a hosszutavi hatasok kialakitasaban a védekezéssel
kapcsolatos hormonok, mint példaul az SA, kiilonbozé patogenezissel kapcsolatos (PR)
védelmi gének ¢€s fehérjék szabalyozasaval (Ding €s mtsai. 2018; Hartmann és mtsai. 2018;
Vlot és mtsai. 2021).

A kiilonb6zd ndvényi korokozok ndvényekre gyakorolt rovid- és hosszutavi hatdsa
elicitorokkal is jol tanulméanyozhato, mint példaul a kitozdn (CHT), amely a gombasejtfalat
alkotd kitin deacetilalt szarmazéka (Boller és Felix, 2009). A CHT esetében tobbek kozott
leirtdk, hogy a CHT gatolja a fény altal indukalt sztdbmanyitodast paradicsom ndvényekben,
amita Ca®* és a ROS kozvetit (Lee és mtsai. 1999; Khokon és mtsai. 2010). Azt is megfigyelték,
hogy a CHT nemcsak gyors ROS produkciot, hanem jelentds NO képzddést is indukalt a
sztomak zarodasa eldtt (Srivastava és mtsai. 2009). Kimutattak azt is, hogy a CHT nem
befolyédsolja az endogén abszcizinsav (ABA), sem az endogén jazmonsav (JA) szinteket

ludfiiben (Issak és mtsai. 2013), hanem az SA jelatvitelén keresztiil fejti ki sztdbmazard hatasat
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(Prodhan és mtsai. 2017). Eppen ezért a CHT kezelés hatékony modja lehet a novények SA
altali védekezésének tovabbi vizsgalatahoz.
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1. abra: A novények védekezési valaszainak indukcidja és jelatvitele (Saijo és Loo, 2020
alapjan modositva). A mikroba/karosodas-kapcsolt molekularis mintazatok (MAMP-
ok/DAMP-ok) észlelése kiilonboz6 receptorkomplexeken keresztiil torténik a névényekben. A
sejtfelszinen lokalizalodd mintazatfelismerd receptorok (PRR) aktivalédasat kovetden, példaul
a receptorszen"l citoplazmatikus kinézok (RLCK) és a BAKI Valamint a PP2A/2C
foglalja a Ca®" jelatvitelt, a Ca?*-fiiggd protein kindzokat (CDPK-k) és a mltogen -aktivalt
protein kindz (MAPK) kaszkadokat, valamint a védekezéssel kapcsolatos transzkripcios
faktorokat (TF), mely végsO soron a védekezésben szerepet jatszo gének atirasahoz vezet.
A patogén effektorok sejten beliili felismerése a nukleotid-kotd leucinban gazdag
ismétlodéseket tartalmazo receptorok (NLR) segitségével torténik, mely az EDS1 (Enhanced
disease susceptibility 1) és az SA jelatviteléhez kapcsolodik (Venugopal és mtsai. 2009).
A korokozo altali kihivasokra valaszul a novényi sejt az SA szintekben bekdvetkezd
valtozasokat és igy az SA NPR1 (Nonexpresser of PR genes 1) altali jelatvitelét is aktivalja a
transzkripcios ujraprogramozas és védekezés fokozasanak érdekében (AQP, akvaporin; CHT
kitozan; PHY, fitokrom; PRR, mintafelismeré receptor; RBOH, NADPH-oxidaz; ROS, reaktiv
oxigénformak).

2.2. A napszak- és fény szerepe a novények védekezési valaszaiban

A kérnyezeti tényezék, tobbek kozott a fény, a pératartalom ¢s a homérséklet dontden

crer
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szembeni védekezését és az esetleges fert6zések kimenetelét (Panchal és Melotto, 2017;
Velasquez és mtsai. 2018). Ezen tényezdk koziil a fény az egyik legfontosabb kornyezeti faktor,
mely nemcsak a novények optimalis ndvekedését és fejlodését szabalyozza, hanem kitiintetett
szerepet jatszik a novények stresszvalaszaiban is (Chen és mtsai. 2004; Kazan és Manners,
2011; Kangasjarvi ¢és mtsai. 2012). A fény mind kvantitativ, mind pedig kvalitativ
tulajdonsagokkal is bir. A fotonokat kiilonb6z6 fotoreceptorok, ugymint a vords/tavoli voros
fényt érzékeld fitokromok (phyA—phyE), a kék fényt érzékeld kriptokrémok (cryl, cry2),
fototropinok (photl, phot2) és a Zeitlupe csalad tagjai (ZTL, FKF1, LKP2), valamint az UV
fényt detektalo UV-B receptorok (UVRS) segitségével érzékelik a novények (Folta és Carvalho,
2015; Demarsy ¢és mtsai. 2018; Podolec és mtsai. 2021). A fotoreceptorokkal torténd
fényérzékelés, valamint a novények nodvekedése és fejlodése (pl.: a hipokotil hosszanak
novekedése, az arnyék elkeriilése stb.) kozott szoros kapcsolat van, melyet szdmos hormon
szabalyoz (de Wit és mtsai. 2016; Paik és Huq, 2019). Emellett a fény biztositja a sziikséges
energiat a novények fotoszintézis¢hez (Dodd és mitsai. 2005) ¢és befolydsolhatja a redox
folyamatokat is (Borbély és mtsai. 2022). Eppen ezért az optimélis fényviszonyokhoz képest a
magas- ¢s alacsony fényintenzitds, a fény Osszetételének valtozésa, az arnyék vagy a sotétség,
vagy ¢éppen a fényperiodus hosszdnak ¢és iddszakanak megvaltozasa eltérd ndvényi
stresszvalaszokat, valamint a sejtek metabolizmusanak megvaltozasat okozhatja. Ezeket
a folyamatokat tobb hormon is szabalyozza, mint példaul az SA, a JA és az ET (Roberts ¢€s
Paul, 2006; Hua, 2013; Ballaré, 2014; Karapetyan és Dong, 2018; Carvalho és Castillo, 2018).
Eppen ezért a fény hianya (pl.: éjszaka vagy tartés sotétség alkalméval) egyarant médosithatja
a fénytdl, a cirkadian 6ratdl és a fotoszintetikus aktivitastol fliggd fiziologiai-, biokémiai- és
molekuléris stresszvalaszokat a ndvényekben, mely kiilondsen fontos lehet a védekezésiik
szempontjabol.

A fény és a sotétség periodikus valtozasa altal fenntartott cirkadian ora szamos
molekularis, fiziologiai és metabolomikai valtozést szabalyoz az ¢l61ényekben (Reddy ¢€s Rey,
2014). Jol ismert, hogy a ndvényekben a fényperiddus alatt felhalmozott szénhidratok
(pl.: keményitd) felhasznalasa szintén a cirkadian ora regulacioja alatt all (Graf és mtsai. 2010).
A napi ritmus soran a felkel6 Nap hajnali kék fénye stimulalja a sztomak nyitodasat, mig a kék
fény a voros hullamhossztartomanyba es6 fénysugarakkal egyiitt a szén-dioxid asszimilaciojat
serkenti a fényperiddusban, a C3-as és C4-es novényekben (Suetsugu és mtsai. 2014). Este,
a sotétben a sztomak ismét zarva vannak ezekben a ndvényekben, mely egyben az elsddleges
védelmi vonalat is jelenti a patogénekkel szemben (Roberts és Paul, 2006; Shimazaki és mtsai.

2007). A ndvényi hormonok koziil az SA és a JA/ET jatszik f6 szerepet a biotrof, illetve
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anekrotréf korokozokkal szembeni védekezés soran (Wasternack és Hause, 2013). Ugyanakkor
a kiilonb6z6 ndvényi szovetekben az SA és a JA mennyiségének alapszintjei, igy a névények
védekezési valaszai szintén a cirkadidn 6ra szabalyozasa alatt allnak (Roden és Ingle, 2009;
Spoel és van Ooijen, 2014; Lu és mtsai. 2017; Karapetyan és Dong, 2018). A TIME FOR
COFFEE (TIC) ¢jjel expresszalodo oragén gatolja a JA jelatvitelét este, sotétben és hozzajarul
az eroteljesebb JA-fliggé immunvalaszok kialakitdsdhoz reggel. A JA szintekben a
fényperiddus kozepén mutathatdé ki maximum, mig az SA szintje ¢&jjel, a sotétben a
legmagasabb, mivel az SA  Dbioszintézis egyik kulcsenzimének transzkripcioja
(ISOCHORISMATE SYNTHASE 1; ICS1) az éjszaka expresszalodd ora-transzkripcios faktor
CCA1 HIKING EXPEDITION (CHE) regulacioja alatt all (Zheng és mtsai. 2015). Eppen ezért
a patogének tdmadasanak idopontja és a fény jelenléte vagy éppen hianya kulcsfontossagu a
novények ezen hormonok altal szabdlyozott védekezésében.

Jol ismert, hogy szamos baktérium- vagy gombafert6zés eredményességét a sotétség
segiti (Santamaria-Hernando és mtsai. 2018). A fényt a patogének is kiilonbdzo fotoreceptorok
segitségével ¢érzékelik (Reddy és Rey, 2014), mely jelentés hatassal van fiziologiai
folyamataikra, kiilondsen a motilitasukra, adhézidjukra és a virulencidjukra. Ezt szdmos
novénypatogén baktérium esetében is leirtak: Pseudomonas syringae pv. syringae B728a (Wu
¢s mtsai. 2013; McGrane és Beattie, 2017), Pseudomonas syringae pv. tomato (Shah és mtsai.
2016; Moyano ¢és mtsai. 2020), Pseudomonas cichorii JBC1 (Nagendran és Lee, 2015;
Rajalingam és Lee, 2018), Agrobacterium fabrum (Bai és mtsai. 2016), Xanthomonas
campestris (Bonomi és mtsai. 2016) és Xanthomonas citri subsp. citri (Kraiselburd és mtsai.
2012). Ismert az is, hogy a fény kozvetleniil gatolhatja ndvénypatogén gombasporak csirazasat,
a fonalak novekedését és csokkentheti a gombafertdzés hatékonysagat is. Ezt szintén szamos
novénypatogén gomba esetében megfigyelték: Botrytis cinerea (Caires és mtsai. 2015),
Fusarium graminearum (Beyer és mtsai. 2004), Phakopsora pachyrhizi (Li és mtsai. 2010) és
Puccinia hemerocallidis (Mueller és Buck, 2003). Eppen ezért a novények szamara a védekezés
nagyobb kihivast jelent &jjel, illetve s6tétben, mint nappal, a fényen (Ballar¢, 2014).

Habar az els6dleges védelmi vonalat jelentd sztomak éjjel zarva vannak, hajnalban ki
kell nyilniuk, mely ,,infekcios ablakot” képez a ndvényi korokozok szamara (Karapetyan és
Dong, 2018). A sztomak gyors zdrasaban és a lokalis, valamint a szisztemikus védekezés
meginditasaban kulcsszerepet jatszanak a fent emlitett hormonok, koztiikk is a kitlintetett
szereppel bird SA (Loake és Grant, 2007; Vlot és mtsai. 2009; Dempsey ¢és Klessig, 2017;
Zhang ¢és Li, 2019; Ding és Ding, 2020). A patogének &ltal indukalt ROS és NO produkcio

fokozza mind az SA, mind pedig a JA/ET bioszintézisét a fertézés helyén, mely hormonok
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tovabbi ROS ¢és NO keletkezését okozhatjak. Ezen szabadgyokok nagymértékii felhalmozodasa
a fehérjék, lipidek és nukleinsavak karosodasat, majd gyors és lokalizalt HR-t valtanak ki a
novényekben a patogénfertdozés helyén, mely meggatolja a kérokozdok tovabbi terjedését a
novények szoveteiben. A fertézés helyétdl tavolabbi ndvényi szdvetekben az SA
(kozvetett/kozvetlen) kozremikodésével kialakulhat az SAR. Ez megvédheti a novényt a
tovabbi patogéntamadasoktol azaltal, hogy fokozddik a tavolabbi szovetekben a patogenezishez
kapcsolt gének (pathogenesis-related, PR) expresszioja, a glukanazok- és kitindzok aktivitasa,
a masodlagos anyagcseretermékek szintézise (pl.: fitoalexinek) és megvaltozik a sejtfal
Osszetétele is (pl.: lignin és kalloz felhalmozodas) (Dempsey és Klessig, 2012; Mishina és Zeier,
2007; Gruner és mtsai. 2013; Klessig és mtsai. 2018). Ugyanakkor megfigyelték azt is, hogy
nemcsak a szdveti SA, JA és ET koncentraciok, hanem mind a HR, mind pedig az SAR
kialakulasa nagyban fiigg a fény jelenlététdl, illetve annak hianyatol (Roden és Ingle, 2009;
Igbal és mtsai. 2021). Els6ként Zeier és mtsai. (2004) irtak le, hogy Pseudomonas syringae pv.
maculicola fert6zést kovetden az SA szintek alacsonyabbak a sotétben és a kisebb
fényintenzitason tortént fertézést kovetden, mint a normal fotoperioduson. Ezzel szemben a JA
szintekben ellentétes valtozasok kdvetkeztek be a ladfii novények leveleiben (Zeier és mtsai.
2004). Masok késobb kimutattak, hogy az SA szintek szintén alacsonyabbak maradtak és a HR
késett a sotétben alkalmazott tarlérépa gondorodés virus (Turnip Crinkle Virus, TCV) kezelést
kovetden ludfii levélben (Chandra-Shekara és mtsai. 2006). Ezt kovetden azt is leirtak, hogy a
Pseudomonas syringae bakteridlis novénypatogén-indukalta HR napszakfiiggd és az SA
akkumulacio, valamint az SAR indukcidja a phyAphyB mutans ludfiiben elmarad, igazolva a
(vOros) fény szerepét a folyamatban (Griebel és Zeier, 2008). Kimutattak emellett azt is, hogy
az SAR kifejezettebb volt a reggel torténd patogénfert6zést kovetden, mint a délutan, a sotét
periddus eldtt végzett kisérletek esetében (Liu és mtsai. 2011).

Osszefoglalva megallapithaté tehat, hogy mind a napszak (nappal/éjszaka), mind pedig
a fény jelenléte vagy hianya dontd jelentdségli a ndvényi hormonok 4altal kozvetitett
stresszvalaszok koordinalasdban. Eppen ezért a kiilonboz6, védekezésben szerepet jatszod
névényi hormonok hatasainak, interakcidinak vizsgalata és megértése nemcsak a gyakorta
vizsgalt fényszakaszban, hanem a sotétszakaszban, az ¢jszakai periodusban vagy mesterségesen
eldidézett sotétités soran is kiillondsen fontos. Ezen folyamatok felderitése €s pontosabb
megértése 1) perspektivakat kindlhat a névényi stresszélettani kutatasok €s a novényvédelem

szdmadra egyarant.
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2.3. A szalicilsav (SA) bioszintézise, jelatvitele és élettani hatasai

A szalicilsav (SA) olyan alacsony molekulasalya (138,121 g/mol), fenolvegyiiletek kozé
tartozd benzoesavszarmazék, mely jol ismert széles korli, human gyogyaszatban betdltott
szerepérdl (1d. aszpirin), azonban a ndvényekben, mint védekezési hormon funkcional szimos
biotikus és abiotikus stresszhatas esetében (White, 1979; Raskin, 1992; Hayat és mtsai. 2010;
Rivas-San Vicente és Plasencia, 2011; Klessig és mtsai. 2018; Ding és Ding, 2020).
A kiilonb6zé ndvényi fajokra jellemzd SA szintek és ezaltal a ndovények SA-ra torténd
érzékenysége jelentdsen eltérhet. Mig a legjelentdsebb modellnovénynek szamito ludfiiben az
SA alap koncentracidjakb. 0,25 pg gF %, addig arpaban és szojaban 1 ug gFT-L. Még magasabb
SA szintek mutathatok ki burgonyaban, ahol az SA szintje elérheti a 10 ug gFT -t vagy rizsben
akar a 30 pg gF T2t (Raskin és mtsai. 1990; Silverman és mtsai. 1995; Hayat és mtsai. 2010;
Rivas-San Vicente és Plasencia, 2011). A Solanaceae csaladba tartoz6 mas modellnovények
esetében, mint példaul a dohany és a paradicsom levelében 0,1-0,2 ug gFT? értéket irtak le,
mely azonban egy-egy fertézés vagy stressz hatasara (pl.: Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici, dohany mozaik virus) akar tiz-Gtvenszeresére is néhet (Enyedi és mtsai. 1992;
Catinot és mtsai. 2008; Mandal és mtsai. 2009; Gharbi és mtsai. 2016).

Az SA andvényekben, elsésorban ludfiiben végzett vizsgalatok alapjan, kétféle uton is
szintetizalodat. Ennek a két utvonalnak a kulcsenzimei az izokorizmat szintaz (ICS) és a
fenilalanin ammonia-liaz (PAL) (Chen és mtsai. 2009; Hayat és mtsai. 2010; Dempsey és mtsai.
2011; Klessig és mtsai. 2018; Zhang és Li, 2019; Lefevere ¢s mtsai. 2020). Mindkét utvonal
kiindulasi molekulaja a kloroplasztiszban talalhatdé korizmat lehet. Azonban nem minden
enzimet azonositottak az egyes Gitvonalakban ¢és jelentds eltérés is lehet az egyes novényfajok
kozott (pl.: rizs, szoja) az SA szintézisében (Lefevere és mtsai. 2020). Altalanossagban az ICS
utvonal nagyobb dominancidjat (90%) €s ehhez képest a PAL utvonal kisebb szerepét (10%)
feltételezik ludfiiben (Wildermuth és mtsai. 2001; Garcion és mtsai. 2008; Yokoo és mtsai.
2018). Az egyik legujabb tanulmanyban, melyben szénizotopos jelolést alkalmaztak a
patogénfertzés alatt, nem sikeriilt kimutatni a fenilalaninb6l a PAL utvonalon keletkezé SA-
at ludfliben, ezzel megkérddjelezve ennek az SA bioszintetikus Gtnak a szerepét a vizsgalt
modellndvényben (Wu és mtsai. 2023). Az ICS utvonal elsé 1épéseként a korizmat az ICS
mitkddése soran izokorizmattd alakul a kloroplasztiszban, ahonnan az az ENHANCED
DISEASE SUSCEPTIBILITY 5 (EDS5) transzporteren (korabban SID1) keresztil a
citoplazmaba juthat (Rekhter és mtsai. 2019; Zhang és Li, 2019; Lefevere és mtsai. 2020).
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A citoplazmaban az izokorizmat az avrPphB SUSCEPTIBLE3 (PBS3) enzim
kozremiikddésével alakulhat izokorizmét-9-glutamattd, majd pedig spontan modon vagy az
ENHANCED PSEUDOMONAS SUSCEPTIBILITY 1 (EPS1) enzim kdzremiikodésével SA-
va a ludfiiben (Torrens-Spence és mtsai. 2019; Lefevere és mtsai. 2020). Ezzel szemben a PAL
altal szabalyozott Utvonal lehetséges kezdete a korizmat prefénsavva torténd atalakulasa a
korizmat-mutaz (CM) enzim kozremiikodésével a citoplazmaban, majd pedig tobb 1épésben a
fenilalanin (Phe) keletkezése (Lefevere és mtsai. 2020). A Phe ezutdn a PAL enzim mikddése
soran transz-fahéjsavva (tCA) alakul, majd benzoesav és végiil SA képzddik beldle (Lefevere
¢és mtsai. 2020).

Az SA a szintézisét kovetden azonban szamos médon méddosulhat, raktarozodhat vagy
inaktivalodhat (Chen és mtsai. 2009; Hayat és mtsai. 2010; Zhang és Li, 2019; Van Gelder és
mtsai. 2020). Tobbek kozott glikozilaciot kovetéen képes SA-2-O-B-d-gliikoz (SAG) vagy SA-
gliikkozészter (SGE) formajaban a vaku6lumban raktarozddni (Dean és mtsai. 2005; Li és mtsai.
2022). A vakudlumba torténd transzport az ATP-binding cassette (ABC) transzportereken
keresztiil valosul meg, ahonnan azonban a szabad SA tjra felszabadulhat (Dean és Mills, 2004).
Emellett az aktiv SA-t az SA-3-hidroxilaz (S3H) és az SA-5-hidroxilaz (SSH/DMR6) enzimek
2,3- ¢és 2,5-dihidroxi-benzoesavva (2,3- és 2,5-DHBA) alakithatjak, ezzel inaktivalva a névényi
hormont (Zhang és mtsai. 2013, 2017). A harmadik lehetséges atalakulas az S-adenozin-L-
metioninbol (SAM) szarmazd metilcsoport SA karboxilcsoportjara torténd rakeriilése, melyet
specifikus SA metiltranszferazok (SAMT) végeznek. Ez az atalakulas leginkdbb a levelekben
¢s a viragokban jellemz6, mivel igy az SA 1égnemiivé (MeSA), illékony komponenssé valhat,
hosszabb tavl transzportot €s védelmi valaszokat kialakitva. A keletkezési helyétdl a tavolabbi
novényi szervekben a MeSA az SA-binding protein 2 (SABP2) kozremiikodésével alakulhat
vissza SA-va (Park és mtsai. 2007).

A stresszhatasra megemelkedett SA szinteket a NONEXPRESSER OF PR GENES 1
(NPR1) fehérje érzékeli, melyet alapallapotban diszulfidhidak stabilizalnak és oligomer
formaban talalhat6 a citoplazmaban (Mou €s mtsai. 2003). Az SA hatasara oxidativ stressz
generalodik, megvaltozik a sejtek redox allapota és az NPR1 a diszulfidhidak redukélodasa
miatt (melyben a 82-es és 216-os cisztein kitiintetett szereppel bir) aktiv monomer formava
alakul és a sejtmagba transzlokalodik (Fober és Despres, 2005; Wu és mtsai. 2012). Az NPR1
monomer a sejtmagban a TGA transzkripcids faktorokhoz (pl.: TGA1, TGA4) kapcsolodva
szamos védekezéssel kapcsolatos gén atirasat indukalja, mint példaul a PATHOGENESIS-
RELATED PROTEIN 1 (PR1) (Klessig és mtsai. 2016, 2018). Az NPR1 kapcsan kimutattak azt

is, hogy példaul az NO a 156-os ciszteinen keresztiil képes S-nitrozilalni és inaktivva tenni,
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melyet azonban az SA hatasara a tioredoxin megsziintethet (Tada és mtsai. 2008; Lindermayr
¢s mtsai. 2010). Emellett leirtdk az NPR1 fehérje ubiquitinaciojat (Serll/Serl5) és
szumoilaciodjat (Ser55/Ser59) is, melyek szintén befolyasoljak annak homeosztazisat (Spoel és
mtsai. 2009; Saleh és mtsai. 2015). Emellett az NPR1 foszforilalédhat is az SNF1-RELATED
PROTEIN KINASE 2.8 (SnRK2.8) kdzremukodésével (Ser589, Thr373), mely szerepet jatszik
a SAR kialakitasaban a tdvolabbi szovetekben (Lee és mtsai. 2015). Az SA receptoraként az
NPR1 mellett ludfiiben annak két paraldgjat is azonositottak, az NPR3-at és az NPR4-et (Fu és
mtsai. 2012). Az NPR3 és az NPR4 a CULLIN 3 (CUL3) E3 UBIQUITIN LIGASE adaptor
fehérjéi, melyek az NPR1-et célozzak meg annak proteaszoma altal kozvetitett degradacidja
érdekében. Az NPR3 kis affinitast, nagy SA koncentraciokra érzékeny fehérje, mig az NPR4
nagy affinitasu, kis SA koncentracioknal miikodé receptor, ezzel befolyasolva a
jelatvitelének aktivalodasat (Fu és mtsai. 2012; Gust és Niirnberger, 2012).

Az SA leirt élettani hatdsai nagyon sokfé¢lék, melyek azonban az irodalom alapjan
gyakran ellentmondasosak. Ennek oka lehet példaul a kiilonboz6 ndvényekben, novényi
szervekben alapbol eltéré SA szint és érzékenység, valamint a kiilsé kornyezeti tényezok
(pl.: fény, hémérséklet), az SA kezelések koncentracidja, idotartama, pH-ja, a vizsgalt szervek
eltérd fejlodési stadiuma (Hayat és mtsai. 2010; Rivas-San Vicente és Plasencia, 2011; Khan
és mtsai. 2015; Sharma és mtsai. 2023). Altalanossdgban elmondhatd azonban, hogy az SA
nagy (letalis) koncentracidban gatolja a csirdzast (Rajjou és mtsai. 2006), a novekedést
(Kovacik és mtsai. 2009) és az ionfelvételt (Harper és Balke, 1981), sztoémazarast indukal (Mori
¢s mtsai. 2001), csokkenti a fotoszintetikus aktivitast (Janda és mtsai. 2012), serkenti a viragzast
nem induktiv koriilmények kozott (Fu és mtsai. 2020), fokozza a szeneszcenciat (Morris €s
mtsai. 2000) és allelopatikus hatasu (Fang és mtsai. 2009). Ezzel szemben alacsonyabb
(szubletalis, toleralhatd) koncentracioban az SA képes szdmos élettani és biokémiai folyamatot
serkenteni, eldzetes edzést (,,priming”-0ot) kovetden egy madsodlagos stresszorral (pl.: so,
szarazsag, nehézfémstressz, hidegstressz) szemben a névények ellenallosagat fokozni, melyben
kulcsszerepet jatszik a ROS (Bari és Jones, 2009; Vlot és mtsai. 2009; Hayat és mtsai. 2010;

Rivas-San Vicente és Plasencia, 2011; Khan és mtsai. 2015; Sharma és mtsai. 2023).
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2.4. Az SA és a reaktiv oxigénformak (ROS) metabolizmusa

Az SA altal indukalt jelatvitel szamos komponensét azonositottak (pl.: MAPK), de az egyik
legfontosabb eleme a ROS produkcié fokozasa a kiilonboz6 sejtorganellumokban, mint példaul
a mitokondriumban, a kloroplasztiszban vagy az ER-ben (Love és mtsai. 2008; Kocsy és mtsai.
2013; Janda és mtsai. 2014; Seyfferth és Tsuda, 2014; Podr és mtsai. 2019; Podr, 2020; Peng
¢és mtsai. 2021). Szoros korrelacio figyelheté meg a ROS termel6dés és az SA szintek valtozasa
kozott, az SA és a ROS kozott ugyanis ongerjesztd visszacsatolas alakulhat ki, az SA ROS
felhalmozddast indukalhat és forditva, a ROS produkcioé SA akkumulaciot (Overmyer és mtsai.
2003; Vlot és mtsai. 2009; Miura és Tada, 2014; Xu és Brosche, 2014). A legels6, SA kapcsan
végzett vizsgalatok soran szamos SA-kotd fehérjét (SA-binding proteins; SABPs) azonositottak
a novényekben. Ezek koziil a hidrogén-peroxid (H202) lebontasaban szerepet jatszo katalaz
(KAT) és az aszkorbat-peroxidaz (APX) miikodését a hormonhoz vald kotddésiik gatolja, mely
oxidativ robbanast idéz el6 a ndvényi sejtekben (Durner és Klessig, 1995; Wendehenne és
mtsai. 1998; Horvath és mtsai. 2002). Azdta szamos tanulmany igazolta, hogy az SA altal
szabalyozott stresszvalasz kiilonb6z6 ROS, példaul a szuperoxid-gyokanion (02" ) és a H20:
gyors felhalmozodasatol fiigg, amelyek a HR, és ezaltal a PCD indukcidjanak, valamint az SAR
¢s az ISR kialakulasanak alapveté kozvetitdi, és amelyek génexpresszios szabalyozason
keresztiil hozzajarulhatnak a sejtek redox homeosztazisdnak ¢és az antioxiddns enzimek
aktivitasanak megvaltozasahoz (Agrawal és mtsai. 2005; Saruhan és mtsai. 2012; Poor és mtsai.
2013; Miura ¢és Tada, 2014; Janda és Ruelland, 2015). Az SA ugyanis fokozhatja a NADPH-
oxidaz (Agarwal és mtsai. 2005; Gémes ¢és mtsai. 2011) és a poliamin-oxidazok (PAO)
mitkddését is (Zhang és mtsai. 2011), ezaltal befolyasolja a sejtek redox allapotat és noveli az
oxidativ stressz mértékét.

Az oxidativ stressz lekiizdése érdekében a novényekben gyorsan hatdé védelmi
rendszerek miikodnek, példaul nem-enzimatikus antioxidansok és antioxidans enzimek,
amelyek enyhitik az oxidativ stressz-okozta karosodast, mint példaul a fehérjék, a lipidek és a
DNS karosodasat (Gill és Tuteja, 2010; Mittler és mtsai. 2011; Mittler, 2017). Az SA KAT és
APX enzimek aktivitasara gyakorolt gatld hatasan tal azonban szamos esetben kimutattak, hogy
a szuperoxid-dizmutaz (SOD) aktivitasat fokozza (Rao és mtsai. 1997; Horvath és mtsai. 2002;
Ali és mtsai. 2006; Horvath és mtsai. 2007; Khan és mtsai. 2014). Ugyanakkor azt is
megfigyelték, hogy az SA képes indukalni az APX mellett egy mésik H2O2-lebontd enzim,
a gvajakol-peroxidaz (POD) aktivitasat is (Horvath és mtsai. 2007; Rivas-San Vicente és
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Plasencia, 2011; Tari és mtsai. 2015; Chen és mtsai. 2016). Emellett kimutattak azt is, hogy az
SA képes novelni egy negyedik H202-t lebont6 enzim, a glutation peroxidaz (GPX) aktivitasat
(Ali és mtsai. 2006; Shi és mtsai. 2006), valamint a GXP-kodold gének transzkripciojat is
fokozza a prométeriikben 1évé W-box cisz-hatd elemeken keresztiil (Milla és mtsai. 2003).
Emellett a Foyer-Halliwell-Asada ciklusban az SA fokozza a glutation reduktaz (GR),
a dehidroaszkorbat reduktaz (DHAR) és a monodehidroaszkorbat reduktaz (MDHAR) enzimek
aktivitasat is, a veszélyes H2O szintek szabalyozasanak érdekében (Ali és mtsai. 2006; Shi és
mtsai. 2006; Chen és mtsai. 2011; Kaya és mtsai. 2020).

A nem-enzimatikus antioxidansok koziil az SA jelentdsen befolyasolja a GSH és az AsA
szinteket is, koncentraciotol fliggden altalaban novelve azokat (Chen és mtsai. 2011; Tari és
mtsai. 2015; Csiszar és mtsai. 2018; Yan és mtsai. 2018; Kaya és mtsai. 2020). Ugyanakkor
mas antioxidans szereppel is biré molekuldk szintézisét is befolyasolja az SA. Erdekes modon
az exogén SA kezelés az alkalmazott koncentraciok novekedésének fiiggvényében csokkentheti
a szinglet oxigént (*O2) kioltd a-tokoferol mennyiségét (Noreen és Ashraf, 2010; Kadioglu és
mtsai. 2011; Meher és mtsai. 2018), mig az alacsonyabb SA koncentraciok fokoztak azt (Saini
¢és mtsai. 2014; Metwally és mtsai. 2018; Desoky és mtsai. 2021; Hajihashemi és mtsai. 2022).
SA-hianyos (NahG) ludfii novényekben szignifikansabban alacsonyabb az a-tokoferol szintje
(Munné-Bosch és mtsai. 2007), mig a NahG novények magjaiban szignifikansan magasabb a
vad tipust novényekhez képest (Abreu és Munne-Bosch, 2009). A szintén szinglet oxigént
kiolt6 karotinoidok szintjét az SA az alkalmazott hormonkoncentracid novelésével altalaban
csokkenti (EI-Tayeb, 2005; Arfan és mtsai. 2007; Loutfy és mtsai. 2012; Jahan és mtsai. 2019),
de novelheti is (Agarwal és mtsai. 2005). A karotinoidok szinglet oxigénnel térténé reakcidja
B-ciklocitral keletkezését eredményezheti (BCC) (Triantaphylidés és Havaux, 2009; Dogra és
jelatvitelének aktivalodasat okozhatja (Lv és mtsai. 2015). A hidroxilgyok (OH’)
semlegesitésében szerepet jatszo prolin (Szabados és Savouré, 2010) és a flavonoidok
(Hernandez és mtsai. 2009; Agati és mtsai. 2012) szintjére is szignifikans hatassal van az SA.
Kimutattak, hogy az SA noveli a prolin szintet (Misra és Saxena, 2009; Khan és mtsai. 2013;
La és mtsai. 2019; Lee és mtsai. 2019) és a prolin az SA szintet (Chen és mtsai. 2011). Emellett
az SA jelent6s hatassal van a flavonoidok metabolizmusara és novelheti az olyan nem-
enzimatikus antioxidans funkcioval bird vegyiiletek szintjét is, mint a quercetin (Dokhanieh és
mtsai. 2013; Wang és mtsai. 2015; Gondor és mtsai. 2016; Kohli és mtsai. 2018; Ullah és mtsai.
2019).
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Meg kell emliteni, hogy a ROS mellett az SA az NO és vele egyﬁtt a peroxinitrit
azonban nagy koncentracioéban szintén a PCD indukcidjahoz vezethet (Delledonne és mtsai.
2001; Zottini és mtsai. 2007; Gémes és mtsai. 2011; Mur és mtsai. 2013; Prakash és mtsai.
2021).
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2. abra: A reaktiv oxigénformadk (ROS) metabolizmusa ndvényekben. A kiilonboz6
sejtorganellumokban keletkezett szuperoxid-gyokanion (O2" ) enzimatikus Gton a szuperoxid-
dizmutaz (SOD) altal katalizalt folyamat soran oxigénné és hidrogén-peroxidda (H202)
alakulhat (Alscher és mtsai. 2002). A keletkezett H2O.-t a peroxiszoOmaban lokalizalt katalaz
(KAT) és a citoplazmatikus vagy kloroplasztikus aszkorbat peroxidaz (APX), valamint mas
peroxidazok (pl.: gvajakol-peroxidaz, POD; glutation peroxidaz, GPX) vizzé bonthatjak
(Mhamdi ¢és mtsai. 2010; Czarnocka ¢s Karpinski, 2018). A szuperoxid-gyokanion
produkcidjaban részt vesz az apoplasztikus NADPH-oxiddz (RBOH) (Sagi ¢és Fluhr, 2006;
Pogany ¢és mtsai. 2009; Chapman és mtsai. 2019), mig a H20> termelddésében a poliamin-
oxidazok (PAO) (Moschou és mtsai. 2008; Liu és mtsai. 2014). Emellett kiillonb6z6 nem-
enzimatikus antioxidansok, mint példaul az aszkorbat (AsA)/dehidroaszkorbat (DHA) ¢és a
glutation (GSH)/oxidalt glutation (GSSG) a Foyer-Halliwell-Asada ciklusban kiilonb6z6
enzimek kozremiikodésével (glutation reduktdz, GR; dehidroaszkorbat reduktiz, DHAR;
monodehidroaszkorbat reduktaz, MDHAR) semlegesitik a karos H2O»-t (Foyer és Noctor,
2009). A Haber-Weiss- ¢és Fenton-reakcio soran keletkezett hidroxilgyok (OH")
semlegesitésében a prolin (Szabados és Savouré, 2010) és a flavonoidok (Hernandez és mtsai.
2009; Agati és mtsai. 2012) vesznek részt, mig a szinglet oxigén (*O2) kioltasaban az o-
tokoferol (Munné-Bosch és Alegre, 2002; Mesa €¢s Munné-Bosch, 2023) és a karotinoidok
(Triantaphylides és mtsai. 2008; Havaux, 2014) jatszanak szerepet.
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2.5. Az SA hatasa a kloroplasztiszokra és a fotoszintézisre

Az SA a ROS-hoz kapcsolodoan kozvetett és kozvetlen szerepet jatszik a kiilonbozo €lettani
folyamatok szabalyozasaban, ideértve a fotoszintézist is (Mateo és mtsai. 2006; Janda és mtsai.
2014). Az SA ¢és a ROS direkt hatasanak egyik f6 helye a kloroplasztisz. Az SA nemcsak az
enzimatikus (pl.: SOD, APX) és nem-enzimatikus antioxidansokat (pl.: AsA, a-tokoferol)
reguldlja a kloroplasztiszban, hanem hozzajarul a ROS produkcidhoz, pl. a szinglet oxigén
keletkezéséhez a fotoszintetikus elektrontranszportlanc gatlasaval, illetve a fotoszintetikus
apparatus dezintegralasaval (Geng és mtsai. 2024). Az SA képes ugyanis gatolni a Il
fotokémiai rendszer (PSII) elektrontranszportjat a Qa akceptor oldalanal, inaktivalni a PSII
reakciocentrumat, csokkenteni a klorofill tartalmat és a tilakoidalis fehérjék mennyiségét,
valamint destabilizalni a tilakoid membranokat Chlamydomonas reinhardtii-ban (Gao és mtsai.
2018). Uzunova és Popova (2000) arpaleveleket 1 mM SA-val kezelve kimutattak, hogy az SA
a levél anatomiai felépitésében jelentds valtozasokat eredményezett, valamint az adaxialis és
abaxialis epidermisz szélességét is csOkkentette. A fotoszintetikus pigmenttartalom
csokkenésével parhuzamosan a kloroplasztiszok ultrastruktirajat is megvaltoztatta a magas SA
dozis. Az-SA kezelt mintakban megfigyelték a granum-tilakoidok duzzadasat, a sztréma
A ndvekvd SA koncentraciok a PSIl maximalis- (Fv/Fm) és effektiv kvantumhasznositasanak
(OPSII), valamint a fotokémiai kioltas (qP) jelent6s csokkenését eredményezte, ugyanakkor a
nem-fotokémiai kioltast (NPQ) novelte paradicsom novények leveleiben és a zarosejtekben is
(Poor és Tari, 2012). Egy masik vizsgalat soran azt is megfigyelték, hogy a PSII érzékenyebb
volt a magas SA koncentraciora, mint a PSI dohanylevelekben (Janda és mtsai. 2012). Ennek
ellenére az SA PSI-re gyakorolt hatasa kevésbé feltart. Ugyanakkor masok azt is leirtak, hogy
RUBISCO aktivitasat és fehérjeszintjét, de novelte a foszfoenol-piruvat (PEP) karboxilaz
aktivitasat arpandvényekben (Pancheva és mtsai. 1996; Pancheva és Popova, 1998).
Ugyanakkor a PEP karboxilaz aktivitds a RUBISCO aktivitassal egyiitt csokkent 0,5 mM SA
kezelés hatasara kukorica levelében (Krantev €s mtsai. 2008). Az SA koncentracioéfiiggd modon
befolyésolja a keményitd szintézisét (pl.: kiilonb6zd invertazok aktivitasat) és amildzok altali
befolyasolva egy-egy fertdzés kimenetelét és a PCD indukcidjat (Gebauer és mtsai. 2017; Kaur

¢s mtsai. 2019). Az exogén mddon alkalmazott magas SA koncentraciok (1-5 mM) ROS altali
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sztomazarddast is indukaltak, mely szintén negativan befolyasolta a fotoszintézis
hatékonysagat (Poor és mtsai. 2011; Poor és Tari, 2012). Ezenkiviil a klorofill és a karotinoid
(Fariduddin és mtsai. 2003; Moharekar ¢s mtsai. 2003). Ugyanakkor az oxidalt B-karotinbol
keletkez6 B-ciklocitral (BCC) aktivalja az SA bioszintézisét az ICS1 gén aktivacidjan keresztiil
(Lv és mtsai. 2015). Leirtdk emellett az SA negativ hatasat a PSII-t alkoté D1 protein szintjére
¢s a lebontasaban szerepet jatszo Degl protedzra is (Qui ¢és mtsai. 2011). Ugyanakkor az
alacsonyabb SA koncentraciok alkalmazasa fokozta a D1 fehérjét kodold psbA gén atirasat
btuzaban (Wang és mtsai. 2014). Ismert, hogy az 1 mM SA kezelés fokozta az oxigénfejlesztd
komplex (OEC) aktivitasat a PSII donor oldalan (F./Fo) paradicsomndvények levelében
(Moustakas és mtsai. 2022). Kimutattak azt is, hogy az SA bioszintézisében szerepet jatszo
ICS1 gén mutécidja befolyasolja a plasztokinon (PQ) mitkddését és redox allapotat (Gawronski
¢s mtsai. 2013). Mig az SA citokrém bef (Cytbsf) komplexre gyakorolt hatasa nem ismert, addig
a mobilis plasztocianin (PC) kapcsan egy kisérlet az SA gatl6 hatasat irta le zsazsa PC-t kédold
egyik génjének (LIaDRT) esetében (Sinha és mtsai. 2014). Ugyanakkor az SA ferredoxinra (Fd)
gyakorolt hatasa vonatkozasdban szamos kérdés még tisztazatlan. Mig az Fd szintjét szamos
fert6zés (pl.: dohanymozaik virus X, Pseudomonas syringae) negativan befolyasolhatja az SA
jelatvitelen at, ami kihatassal van a ROS metabolizmusara is (Wang és mtsai. 2018; Yang ¢€s
mtsai. 2020), addig a Fd-NADP* oxidoreduktdz (FNR) aktivitasit nem vizsgaltak az SA
kapcsan. Erdekes médon az SA kezelés alacsonyabb koncentraciéban novelte az ATP-szintaz
fehérje mennyiségét Baphicacanthus cusia levelében (Xiang és mtsai. 2010), mely fontos lehet
anovényevok elleni védekezés soran (Schmelz és mtsai. 2007). Mindazonaltal megéllapithato,
hogy az SA hatasa nagyban fiigg annak koncentraciojatol, az adott ndovényfajtol és annak
fejlédési allapotatol vagy a kornyezeti feltételektl, mint példaul a fény erdsségétdl vagy
min6ségétél (Hayat és mtsai. 2010; Rivas-San Vicente ¢s Plasencia, 2011). Habar
megfigyelték, hogy az SA szintézise a kloroplasztiszhoz kotott, és az SA altal kozvetitett
jelatviteli utak aktivalodasa, valamint a ROS produkci6 fényfiiggé (Chandra-Shekara és mtsai.
2006; Griebel és Zeier, 2008; Goodspeed és mtsai. 2012; Karpinski és mtsai. 2013), az SA
fotoszintetikus apparatusra €és a fotoszintézis hatékonysagéara gyakorolt hatdsai a sotétben
kevésbé ismertek. Ugyanakkor azt kimutattdk, hogy a fotoszintetikus aktivitas valtozasa
jelentésen befolydsolhatja a novények védekezési reakcidit a sotétben tortént koérokozd

fert6zések utan (Cheng és mtsai. 2016).
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3. abra: A fotoszintetikus elektrontranszportlanc mikddése €¢s a ROS metabolizmusa (Li és
Kim, 2022 alapjan modositva). A II. fotokémiai rendszer (PSII) a fénygy(ijté komplexek (LHC)
segitségével begyljti a fény energiajat és a fotokémiai reakcid sordn egy elektron atadodik a
kinon (Q) akceptornak. A fényenergia elnyelésekor a klorofill (KI) molekula szinglet
halmazallapott klorofillé (*KI) alakul. A tobbletenergia egy része fluoreszcens fényként vagy
hoként disszipalodik, melyet nem-fotokémiai kioltdsnak (NPQ) neveziink. Alternativ
folyamatként a 1K1 spontan bomlasa triplett gerjesztett allapota klorofillt (3K1) eredményezhet
megndvekedett élettartammal. A *KI-t az LHC-ban 1évé karotinoidok oltjak ki, mely visszatér
alapallapotaba. Ellenkezd esetben a 3Kl 4tadja az elnyelt tobblet energiat az alapallapota Oa-
nek, szinglet oxigén képzddését (*O,) eredményezve. A 1O, szintén a karotinoidokkal vagy az
o-tokoferollal olthaté ki (Dogra és mtsai. 2018; Mesa és Munné-Bosch, 2023). A PSII
reakcidcentrumok (P680) energiatobblete ugyancsak 1O, produkciot eredményezhet a 3P680
talredukaltsaga miatt. A 'O, eloxidalhatja a PSII D1 proteinjét és a B-karotint, B-ciklocitral
keletkezését eredményezve (BCC) (Triantaphylides és Havaux, 2009; Dogra és mtsai. 2018). A
PSII elektrondonor oldalan H202 és O2™ keletkezhet a viz kételektronos oxidacidjaval, illetve a
PSII akceptor oldalan a molekularis oxigén egyelektronos redukcidjaval (Pospisil, 2009, 2016).
A PSI szintén részt vesz a 02" és a H2O2 produkcidjaban. A PSI-rdl az elektronakceptor
ferredoxin (Fd)-NADP™ oxidoreduktaz (FNR) elektronokat visz at az Fd-r61 a NADP*-ra, hogy
NADPH-t termeljen. A keletkezett NADPH-t és a sztroma/lumen kozti protongradienst
felhasznalva az ATP-szintaz altal termelt ATP a fotoszintézis végtermékeiként keményitd
¢s/vagy szachar6z szintézisére hasznalodik fel a Calvin-Benson ciklusban. Annak érdekében,
hogy a PSII részben oxidalt formaban maradjon olyan koriilmények kozott, amikor az
elektrontranszportlanc talredukalodik, az FNR egy elektront visz 4t az Oz-re, ezaltal O™
keletkezik. A keletkezett O>™ a szuperoxid-dizmutazok (SOD) révén H20-v¢é alakul tovabb. A
H20»-t az aszkorbat peroxidaz (APX) semlegesiti az aszkorbat-glutation cikluson keresztiil. A
OH" a Fenton-reakci6 soran keletkezik a H2O2 redukalt &tmenetifém-ionokkal (pl.: Fe?* és Cu®)
torténd kolcsonhatasabol, melynek kioltasaban a flavonoidok és a prolin vesz részt (Apel és
Hirt, 2004; Das és Roychoudhury, 2014). (PQH>, plasztokinon; PQ, a plasztokinon oxidalt
formaja; Cytbsf, citokrom bef komplex; PC, plasztocianin).
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26. Az SA hatasa a mitokondriumokra ¢és a mitokondrialis

elektrontranszportlanc miikodésére

Az SA koncentraciotol fiiggden szintén jelentds hatdssal van a masik f6 ROS forrasra, a
mitokondriumokra (Norman és mtsai. 2004; Nie és mtsai. 2015; Belt és mtsai. 2017,
Poor, 2020; Wang és mtsai. 2022). Kimutattak, hogy a ladfii protoplasztok mitokondriumai
csoportokba rendezédnek és megduzzadnak az SA kezelés hatasara (Nie és mtsai. 2015).
Erdekes médon az AsA, mint antioxidéns exogén alkalmazasa csokkentette ezt a morfologiai
valtozast, bizonyitva, hogy az SA altal indukalt mitokondrium aggregacié nagymértékben fligg
bekovetkezd valtozasok jelentds biokémiai és fizioldgiai valtozasokat okoznak az energia-
metabolizmus (pl.: ATP szintézis) megvaltozasa miatt (Shugaev és mtsai. 2014), melyek fontos
Iépései lehetnek a PCD-nek a citokrom ¢ (cyt ) kiszabadulas és a mitokondrialis ROS
produkcid, valamint az emiatt bekovetkez6 mitokondrialis membranlipid peroxidacié miatt
(Hoeberichts és Woltering, 2003; Reape és mtsai. 2008; Van Aken és Van Breusegem, 2015).
Kimutattak, hogy az SA (0,02-0,5 M) mar perceken beliil gatolta az oxigénfogyasztast és az
ATP szintézist dohany sejtszuszpenzioban, melyet az antioxidans hatast N-acetilcisztein
mérsékelt, ezzel szintén igazolva az SA-indukalta ROS produkcié mitokondrialis
elektrontranszportlancra (ETC) gyakorolt gatld hatasat (Xie és Chen, 1999). Késébb szoja
sejtszuszpenziobol tisztitott mitokondriumokon is megfigyeltek az oxigénfelvétel gatlasat 16
orés, 1 mM-os SA kezelést kovetden (Djajanegara és mtsai. 2002). Norman ¢és mtsai. (2004)
irtak le elsoként, hogy az SA alacsony koncentraciokban (0,1-0,5 mM) a mitokondrialis ETC
szétkapcsolojaként miikodik, mig az SA magasabb koncentraciokban (1-5 mM) erésen gatolja
a mitokondrialis ETC miikodését dohany sejtszuszpenzidoban. Kezdetben kimutattak, hogy az
SA blokkolja az elektrondramlést a szubsztrat dehidrogenazokrol az UQ poolba (Norman és
mtsai. 2004). Kés6bb Shugaev és mtsai. (2014) azt figyelték meg cukorrépa (Beta vulgaris L.)
¢és sarga csillagfiirt (Lupinus luteus L.) karogyokereinek és szikleveleinek felhasznalasaval,
hogy a mitokondridlis légzésre Kkifejtett szétkapcsold hatds ¢és a mitokondrialis
membranpotencidl valtozasa az SA-kezelés soran nemcsak az SA koncentraciotol, de a kezelés
iddtartamatol és a kiilonbozd ndvényi szovetekbdl izolalt mitokondriumok SA-ra vald
érzékenységétol is fliggdtt. Mig a mitokondriumokban taldlhaté alternativ oxiddzra (AOX)
gyakorolt pozitiv SA hatas torténeti okoknal fogva az egyik legjobban tanulményozott teriilet

(Umbach és mtsai. 2005), az SA kozvetlen hatdsa mas mitokondrialis ETC alkotdelemekre

25



azonban ismeretlen maradt. Az AOX kapcsan igazoltak az SA koncentraciofiiggd hatasat annak
mennyiségére (Norman és mtsai. 2004) és a kddolo gének expresszidjara is (Matos és mtsai.
2009). Az AOX szerepet jatszik példaul a mitokondridlis ROS produkcié csokkentésében
(Maxwell és mtsai. 1999; Millenaar és Lambers, 2003), befolyasolja az NO produkciot (Gupta
¢s Vanlerberghe, 2002). Az oxidativ stressz kapcsan jol ismert, hogy a mitokondrialis ETC I.
¢és III. komplexe a ROS produkcioé f6 helye (Mgller, 2001; Huang és mtsai. 2016). Korabban
leirtak, hogy a natrium-szalicilat kdlcsonhatasba I1ép a patkany majbol szarmazé mitokondrialis
I. komplex Fe-S klaszterével, ami ROS képz6déshez vezet (Battaglia és mtsai. 2005).
Ugyanakkor az I. komplexet gatldo rotenon nem indukalt jelentés ROS produkciét a nem
fotoszintetizald szeder (Rubus fruticosus L.) sejtszuszpenzios tenyészetekben, azonban a Ill.
komplexet az SA-indukalta ROS produkcid f6 forrasaként azonositottak, mivel a 2,5 mM SA
kezelések inaktivaltak a Ill. komplex redox ciklusaban (Q-ciklus) a szemikinon gyokot (de
Souza és mtsai. 2011). Késobb Nie és mtsai. (2015) fluoreszcens technikakkal igazoltak, hogy
a 0,5 mM SA kezelés kozvetleniil hat a 1udfiibél izolalt mitokondriumok III. komplexére,
gatolva a mitokondrialis oxigénfelvételt és perceken beliil oxidativ robbandst okozva. Az SA
koncentraciofiiggd hatasat bizonyitottak Belt és mtsai. (2017) ludfitben. Az SA ugyanis mikro-
millimoélos koncentracidban novelte a szukcinat-dehidrogenaz (SDH) aktivitasat, valdszintileg
a II. komplex ubikinon kotdhelyét is gatolva, és kiillonbozé mértékit H20, produkciot
eredményezve. Az SA altal indukalt gyors mitokondridlis ROS produkci6 része lehet a PCD-t
megeldz6 kettds ROS csuccsal jard oxidativ robbandsnak (Van Aken és Van Breusegem, 2015).
Ugyanakkor az SA altal generalt ROS a mitokondrium membranjainak irreverzibilis valtozasat
is okozhatjak a PCD indukcio részeként. Az SA-okozta membrandepolarizaciot kovetden (Scott
¢s Logan, 2008; Shugaev ¢és mtsai. 2014) a ,,permeabilitas tranzicios poruson” (PTP) keresztiil
a kiils6 membran atereszt6vé valhat a viz és nagyobb molekulak (>1,5 kDA) szamara. Ez a
mitokondriumok duzzadasat valtja ki €s az oxidativ stresszt kdvetden, a bels6 membranrdl a
cyt C citoplazmaba torténd kiszabaduldsat és a PCD indukcigjat eredményezi. A PTP
kialakuldsa jelenleg is tudoméanyos vita targya, az egyik elképzelés alapjan a Kkiilsd
mitokondrialis membran egyik 6 fehérjéje, a fesziiltségfiiggd anioncsatorna (VDAC), a belsd
membranon 1évé adenin nukleotid transzporter (ANT), valamint a matrixban lokalizalt
ciklofilin D alkotja (Kusano és mtsai. 2009). A PTP kialakulasa gatolhaté a ciklosporin A és a
bongkrek sav ciklofilin D- és ANT inhibitorokkal, de szabalyozasaban részt vesznek a
mitokondrialis hexokinazok (HXK) is, melyek a VDAC citoszolikus felszinéhez kapcsolodva,

dugoként gatolhatjak annak miikodését (Sarowar és mtsai. 2008; Sun és mtsai. 2008; Camacho-
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Pereira és mtsai. 2009; Godbole és mtsai. 2013). Ugyanakkor bar ismert, hogy az SA csékkenti
HXK aktivitast (Poor és mtsai. 2011), a HXK szerepe az SA altal indukalt mitokondrialis ROS
produkci6 és az PCD inicidci6 soran még kevésbé ismert.
Védekezés vagy PCD
Fehérjék
Lipidek
Proteazok DNS

Prolin
I Poliaminok

Cytc A0 CAT

VDAC HZOZ C— H2°
Glik6z-6-foszfat +
ADP
ADP ATP
Glukéz ,
+ATP HXK

Szukcinat 2
Fumarét

NAD(P)H- S
dehidrogenaz ATP-szintaz

I. komplex 1l. komplex Ill. komplex  IV. komplex UCP AQP

APX «— AsA
GPX «— GSH
PRX «— TRX
—p H,0
~ K \
Fehérjék
\% Eiﬁligek Védekezés vagy PCD

4. abra: A szalicilsav hatasa a reaktiv oxigénformak (ROS) metabolizmusara és a programozott
sejthalal (PCD) iniciacidjara a ndvényi mitokondriumokban. A  mitokondrialis
elektrontranszportlanc (ETC) gatlasa a mitokondrialis ROS (mtROS) és a nitrogén-monoxid
(NO) gyors produkcidjahoz vezethet. A mitokondrialis ETC komponensei koziil [I. komplex:
NAD(P)H dehidrogenaz; II. komplex: szukcinat-dehidrogenaz; III. komplex: Citokrom bcl
komplex; IV. komplex: Citokrom c-oxidédz) a III-as mitokondrialis komplex dominans szerepet
jatszik a szuperoxid-gyokanion (O27) képzédésében, példaul az SA hatasara (Nie és mtsai.
2015). Az Oy~ képes reakcioba 1épni az NO-val, mely peroxinitrit (ONOO") produkciot
eredményez, igy befolyasolhatja a sejt redox allapotat vagy éppen PCD-t indithat el
(Delledonne és mtsai. 2001). A keletkezett Oz~ azonban a mitokondrialis szuperoxid-diszmutaz
(SOD) enzim hatasara kevésbé reaktiv HoO2-vé alakulhat (Alscher és mtsai. 2002). Az exogén
SA kezelések novelték a mitokondridlis Mn-SOD aktivitast és az 6t kodolo gén expresszidjat
(Takécs és mtsai. 2016). A H202 lebontasat szamos antioxiddns enzim (pl.: aszkorbat
peroxidaz: APX; gvajakol-peroxidaz: POD; peroxiredoxin: PRX; tioredoxinok: TRX) és nem-
enzimatikus antioxidans (pl.: aszkorbat: AsA; redukalt glutation: GSH) végzi, melyeket az SA
vagy a H2O; szabalyoz, szerepet jatszva a sejtek jelatvitelében vagy éppen befolyasolva a
fehérjék, lipidek és nukleinsavak oxidalasat (Tari és mtsai. 2015). Ezenkiviil az SA 4ltal regulalt
alternativ oxidaz (AOX) dontd szerepet jatszik a mitokondridlis ROS ¢és a sejthalél
mechanizmusainak mérséklésében (Umbach és mtsai. 2005). Az SA magas koncentracioja
nemcsak toxikus ROS produkciot indukal, hanem a citokrom ¢ (Cyt c) kiszabadulasat is
okozhatja a fesziiltségfiiggd anioncsatorna (VDAC) és az adenin nukleotid transzporter (ANT)
altal alkotott permeabilitasi tranzicios péruson (PTP) keresztiil, amely hozzajarulhat a sejthalal
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meginditasahoz (Kusano és mtsai. 2009). Ugyanakkor a mitokondriélis hexokinadzok (mtHXK)
fontos szerepet tolthetnek be a PTP SA altali szabalyozasaban (Poor és mtsai. 2011; Godbole
¢s mtsai. 2013). A mitokondriumok és a citoplazma szamos komponensének és molekulajanak
a szerepe az SA hatasanak kitéve azonban nem ismert részleteiben (pl.: akvaporinok: AQP;
mitokondrialis fehérjék szétkapcsold fehérjéje: UCP; poliaminok, példaul spermin: Spm;
prolin).

2.7. Az SA hatasa az endoplazmatikus retikulumra (ER) és az SA szerepe az

ER stressz soran

A kloroplasztiszok és a mitokondriumok mellett az SA jelentds hatdssal bir az ER miikodésére
is (Poor és mtsai. 2019). Jelitto-Van Dooren és mtsai. (1999) els6ként figyelték meg, hogy az
SA éltal indukalt védelmi folyamatok és az ER stressz kozott kapcsolat lehet. Kimutattak
ugyanis, hogy az Erwinia carotovora patogén altal indukalt sejtfaldegradaldé enzim (CDE)
hatasara a PR3 gén expresszidja 4-8 ora kozott éri el a maximumat, mig az ER stresszt
csokkent6 chaperonokat kodold gének (pl.: BiP, CRT, PDI) transzkript szintjeinek maximuma
mar a kezelést kovetd 2. oraban tetézik, a nem kezelt, disztalis dohanylevelekben. Ezek a
megfigyelések arra utalnak, hogy az SA 4altal indukalt védekezés részeként, a PR gének
expresszidjanak novekedése el6tt a novények chaperonokat szintetizalnak, az ER-re gyakorolt
stressz csokkentésének érdekében (Jelitto-Van Dooren €s mtsai. 1999). Ezt kovetden Wang és
mtsai. (2005) irtdk le elséként az SA ¢és az ER stressz kapcsolatat ludfiiben, melyben
kulcsszerepet jatszik az NPR1, szabalyozva a kiilonbozé chaperonok expressziojat (pl.: BiP2,
CNX, CRT, PDI). A szerzok szintén arra a kovetkeztetésére jutottak, hogy az SA fokozza az
ER kapacitasat, a védelmi fehérjék (pl.: PR1) szintézisének segitése érdekében, igy azok
foldingjat és transzportjat, mellyel 6sszhangban chaperon gének (pl.: BiP2) és az SA markergén
PR1 is indukalddott (Wang és mtsai. 2005). Késébb bizonyitottak, hogy az SA mas chaperonok
kivalté tunikamicin (Tm) (Nagashima és mtsai. 2014). Emellett azonban azt is Kkideritették
kiilonboz6 ludfli mutansok felhasznalasaval, hogy ennek szabalyozésa az IRE1-bZIP60 és
bZIP28 ER stressz utvonalakon keresztiil, 1d6fliggé modon, azonban az NPR1-t4] fiiggetleniil
valosul meg (Nagashima és mtsai. 2014). ER stressz esetén ugyanis széttekeredett vagy rosszul
hajtogatott fehérjék halmozodnak fel az ER lumenében, melyek egy specifikus sejtvalaszt
valtanak ki, amely az ,,unfolded protein response” (UPR) néven ismert (Howell, 2013). Az UPR
enyhitheti az ER stresszt az ER fehérjeterhelésének csokkentésével, a fehérjeszintézis

szabalyozasaban részt vevéd specifikus gének, példaul a chaperonok, igy az emlitett BiP
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feliilszabalyozéasaval, valamint eldsegiti az ER-hez kapcsolodd fehérjedegradaciot (ERAD)
vagy az indukalt autofagiat (Sun és mtsai. 2021). A névényi UPR két f6 agat azonositottak
eddig novényekben, az inositol-requiring enzyme 1 (IRE1) altal kozvetitett basic leucine zipper
60 (bZIP60) utvonalat, valamint a bZIP28 és bZIP17 transzkripcids faktorokon keresztiil
megvalosuld utvonalat, melyek soran a transzkripciés faktorok mindegyike specifikus
proteolizisen megy keresztiill az UPR-hez kapcsolodd gének transzkripcids aktivalasa eldtt
(Simoni és mtsai. 2022; Ayaz és mtsai. 2024). A két ER stressz utvonal és az SA id6ébeli hatasat
erdsitették meg masok is, ladfii mutansokat (Parra-Rojas és mtsai. 2015) és rizst vizsgalva
(Hayashi és mtsai. 2012; Hayashi és Takaiwa, 2015). Ugyanakkor azt is leirtak, hogy a Tm-
indukélta ER stressz NPR1-fiiggd mddon befolyasolja a bZIP60 ¢és bZIP28 transzkripcids
szerepét (Lai és mtsai. 2018). Emellett azt is kimutattak, hogy a folyamatban az SA-okozta
redox valtozasoknak (pl.: GSH metabolizmusa) kulcsszerepe lehet (Lai és mtsai. 2018), melyet
azonban még kevésbé vizsgaltak. Az SA kezelés kapcsan kimutattak azt is, hogy a kezelés az
IRE1 mindkét kodolo génjének (IREa és IRE1b) expressziojat fokozta ludfiiben (Moreno és
mtsai. 2012). A Tm-indukalta ER stressz bZIP60/bZIP28 utvonala emellett fiigg a CPR5
(CONSTITUTIVE EXPRESSER OF PATHOGENESIS-RELATED GENES-5) fehérjétdl is,
mely a novényi ndvekedés és védekezés egyik f6 szabalyozdja, és amely gatolja az SA
felhalmozodasat (Meng €s mtsai. 2017).

Ugyanakkor az SA és mas, védekezéssel kapcsolatos fitohormonok (pl.: JA, ET)
potencialis szerepe az ER stressz altal kivaltott oxidativ lancreakciok szabalyozasdban tovabbi
kutatasokat igényel, kiilondsen az energiatermelé sejtorganellumokra (pl.: kloroplasztiszok)

gyakorolt hatasuk vizsgélata vonatkozéasaban.
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5. abra: A szalicilsav (SA) endoplazmatikus retikulumra (ER) gyakorolt fobb hatdsainak
sematikus illusztracioja stresszkoriilmények kozott novényekben. A rosszul feltekeredett vagy
széttekeredett (,,unfolded” vagy ,,misfolded”) fehérjék felhalmozodasa az ER-ben az IRE1
konformaciovaltozasat és RNaz funkcidjanak aktivalasat eredményezi, ami a basic leucine
zipper 60 (bZIP60) mRNS splicing-jat okozza. Az intron kihasitodasat kovetéen a bZIP60
mRNS aktiv transzkripcids faktorra transzlalodik, és a sejtmagba transzlokalédva azon
,unfolded protein response” (UPR) gének transzkripcidjat fokozza, amelyek promoteriikben
UPR valaszelemet (UPRE) és ER stresszelemet (ERSE) tartalmaznak. A bZIP28-at és a
bZIP17-et a Golgi proteazok (S2P és S1P) aktivaljak. Ezutan a bZIP-ek hasitott formaja
transzlokalodik a sejtmagba, és az ERSE-hez kotddik, hogy aktivalja az UPR gének (pl.: BiP,
CRT, CNX, PDI) expressziojat (Liu és Howell, 2016). Mas transzkripcios faktorok, mint
példaul a NAC062 és NACO089 is proteolitikus hasitason eshetnek at, és a sejtmagba
transzlokalodva elésegithetik az UPR- vagy sejthalal-kapcsolt gének transzkripcidjat (Yang és
mtsai. 2014). Az SA-nak sokrétii szerepe van a novények védekezdé vagy sejthalalt indukalod
folyamatainak szabalyozasaban. Az SA tobbek kozott a reaktiv oxigénforméak (ROS)
(Agarwal és mtsai. 2005; Gémes és mtsai. 2011). Emellett az SA csokkenti az ER lokalizalt
Bax Inhibitor-1 (BI-1) transzkriptumszintjét, és noveli a vakuolaris processzald enzimek (VPE)
expresszidjat, sejthalalt indukalva (Godbole és mtsai. 2013; Kovacs és mtsai. 2016). Ezenkiviil
az SA jelentés hatdssal van a poliaminszintekre (pl.: spermin), amely befolyasolja az ER
stresszt a novényekben (Takécs és mtsai. 2016). Az SA megvaltoztatja a redox homeosztazist
¢s indukalja az NPR1 redukcigjat és monomerizaciojat, amely a sejtmagba transzlokalodik,
ahol specifikus TGA transzkripcios faktorokhoz kotddik, indukalva az SA altal kivaltott
védekez6 valaszgének (PR-ek) expresszidjat (Klessig és mtsai. 2016, 2018).
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3. Célkituzések

1. Befolyasolja-e a napszak és a sotét az SA altal indukalt jelatvitelt a novények lokalis

és szisztemikus védekezési valaszai soran gombaelicitor kitozan (CHT) alkalmazasa

esetén?

Hogyan befolyésolja a sotétség az SA altal indukalt jelatvitelt és a ndvények lokalis és
szisztemikus védekezési valaszait paradicsom novények leveleiben?

Milyen szerepet jatszik ebben a ROS és hogyan valtozik a ROS produkci6 az eltérd
kornyezeti koriilmények hatasara?

Kialakul-e UPR a CHT kezelést kovetden és ezt befolyasolja-e a fény jelenléte vagy

hianya?

2. Hogyan hatnak a kiilonb6z6 koncentracioju SA kezelések a ROS metabolizmusara

fényen és sotétben?

crer

Hogyan hat az SA a két eltéré kornyezeti koriilmény mellett a levelek életképességére
¢s a lipidperoxidaciora?

Hogyan befolyéasoljak az SA kezelések a koncentracio és az idd fiiggvényében a ROS
produkciét a normal fotoperidduson fényen és sotétben?

metabolizmusaban részt vevd fobb enzimek aktivitasa és az dket kodolod paradicsom

gének kifejezddése fényen és a sotétben?

3. Hogyan hatnak a kiilonb6z6 koncentracioju SA kezelések a fotoszintetikus aktivitasra

és a kloroplasztiszokra fényen és sotétben?

crer

kezeléseket kdvetden a paradicsom novények leveleiben fényen és sotétben?
Hogyan hatnak a kiilonb6zé SA kezelések a kloroplasztiszok szerkezetére az eltérd

kornyezeti koriilmények hatasara?

crer

crcr

4. Hogyan valtozik a HXK-k aktivitisa a napszak soran és mi a szerepiik az SA-

indukalta mitokondrialis ROS produkcioban?

Hogyan valtozik a paradicsom novények eltéré kort leveleiben a nap soran a HXK-k

aktivitasa és az dket kodolo gének kifejezédése?
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crer

crer

crer

befolyasolhatja a mitokondrialis ROS produkciot?

5. Hogyan befolyasolja a ROS metabolizmust az SA az ER stressz soran?

Milyen szerepe van az SA-nak és hogyan befolyasolhatja a ROS produkciot az ER
stressz soran paradicsom novények leveleiben?

Hogyan szabalyozhatja az SA a glutation szinteket és a glutation metabolizmusaban
szerepet jatszd enzimeket, valamint az ket kodolod fobb paradicsom géneket az ER
stressz soran?

Hogyan befolyasolja az ER stressz a kloroplasztikus ROS produkciot?

Hogyan hat az ER stressz a fotoszintetikus aktivitasra és ebben milyen szerepet jatszhat

az SA?
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4. Anyagok és modszerek

4.1. Novénynevelési koriilmények

Kisérleteinkhez Solanum lycopersicum L. (cv. Ailsa Craig, Moneymaker, Castlemart) vad
tipusu (VT), SA hidroxilazt tultermelé (NahG), JA inszenzitiv jail (jasmonic acid—insensitive
1) és ET receptor mutans Never ripe (Nr) paradicsom ndvényeket hasznaltunk fel.
A paradicsom ndvények magjainak csirdztatdsa 3 napon keresztiil, sotétben, 26°C-on tortént
desztillalt vizzel benedvesitett sziirOpapiron, Petri-csészében. A csirazast kovetden a
novényeket kettd hetes korukig perlitben, majd 8 hetes korukig (virdgzas elotti fazis)
hidropdnikus kultiraban neveltiik. A tapoldat Gsszetétele az alabbi volt: 2 mM Ca(NO3)2, 1 mM
MgSOa, 0,5 mM KH,POs, 0,5 mM Na;HPO4, 0,5 mM KCI, 10° M MnSQOa, 5-107 M ZnSOs4,
107 M CuSOs, 107 M (NH4)sM07024, 107 M AICl3, 107 M CoCl, 10° M H3BOs, 2:10° M
Fe(ll)-EDTA (pH 5,8). A tapoldat cseréjét heti harom alkalommal végeztiik. A névények
kontrollalt koriilmények kozott néttek, 12/12 oras nappali/éjszakai fotoperiddusban (6:00-18:00
fényszakasz, 18:00-6:00 sotétszakasz; normal fotoperiodus), 200 pmol m2s? fényintenzitas
alatt, 24/22°C nappali/éjszakai hdmérsékleten, és 55-60%-os relativ paratartalom mellett (Poor

¢s mtsai. 2011). A kisérleteket minden esetben legalabb harom alkalommal ismételtiik.

4.2. Alkalmazott kezelések

4.2.1. A kitozan (CHT) kezelések

A CHT kezelések altal indukalt lokalis és szisztemikus ndvényi védekezési valaszok napszak-,
valamint fényfliggésének tanulmanyozasa sordn a VT paradicsom ndvényeket a hajtascsticstol
szamitott 6. levélemeletén kezeltiik a CHT kezel6oldattal, kiilonb6z6 idopontokban. A CHT
kezelboldat készitéséhez torzsoldatként alacsony molekulatomegii CHT-t (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA) hasznaltunk fel 100 mM natrium-acetat pufferben (pH 3,6) feloldva, 10 mg
ml? végkoncentracioban (Shepherd és mtsai. 1997). Ebbél a torzsoldatbol inkubécids puffer
segitségével [10 mM KCIl, 5 mM 2-(N-morfolino)-etanszulfonsav (MES), pH 6,15] higitottunk
kezelésként a CHT nélkiili, 1 mM ndatrium-acetat tartalmu inkubacios puffert alkalmaztuk
(Ordog és mtsai. 2011). A vizsgalatok soran a szakirodalom tiikrében az alabbi idépontokban
kaptak a novények a gomba elicitor CHT kezelést mokusszor ecsettel felkenve a levelek

abaxialis oldalara (itt a legnagyobb a sztomadenzitds): a fényperiodus végeén, késd délutan
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(17:00), a sotét perioddus elején, este (21:00), a sotét periodus végén, hajnalban (4:00), valamint
a fényperiodus elején, reggel (8:00). A kezeléseket kdvetden a védekezési valaszok lokalis és
szisztemikus detektalasa szintén kiilonb6z6 idépontokban (5:00; 9:00; 15:00) tortént. A fény
novényi védekezeési valaszokra gyakorolt kdzvetlen hatdsanak vizsgalatahoz a reggel (8:00)
végzett CHT kezeléseket kovetden parhuzamosan tartottunk ndvényeket sdtétben, az egy éraval
kés6bbi mintavételig (9:00). A lokalis védekezési valaszok mellett az egész ndvényre kiterjedo,
szisztemikus valaszokat a CHT-kezelt levélemelethez képest feljebb elhelyezkedd, a
hajtascsticstol szamitott 5. levélemeleten detektaltuk. A kisérleteket legalabb harom

alkalommal ismételtiink meg.

4.2.2. Az SA és a hormonkezelések

Az SA és az exogén hormon kezeléseket a paradicsom novények tapoldataba mértiik. A korabbi
eredményeink alapjan (Poor és mtsai. 2011; 2013), szubletalis 0,1 mM ¢és letalis 1 mM SA
koncentraciokkal 24 o6ran at kezeltiik a novényeket. Az ER stressz és UPR vizsgalata soran a
JA kezeléseket 1 és 10 uM koncentraciokban alkalmaztuk hat 6rdn keresztiil, mig az ET
prekurzor 1-aminociklopropan-1-karbonsav (ACC) kezeléseket 0,1 és 1 mM koncentraciokban,
24 o6ran at (Borbély és mtsai. 2019). A mérésekhez az intakt paradicsom ndvények teljesen
kifejlett leveleit hasznaltuk fel. A kezelések reggel 9 orakor, 3 oraval a fényperiddus kezdete

utan torténtek. Minden kisérletet legalabb harom alkalommal ismételtiink.

4.2.3. Az ER stressz indukcidja és az UPR modulaldsa

Az ER stressz és UPR vizsgalata soran a paradicsom novényeket az ER stresszt indukald, 0,5
ug ml! tunikamicin (Tm) kezelésnek tettiik ki a tapoldaton keresztiil alkalmazva, 24 6ran at.
Az ER stressz és UPR modulalasahoz a novényeket 1 mM 4-fenilvajsav (PBA) kémiai chaperon
kezeléseknek is alavetettiik (Watanabe és Lam, 2008). A mérésekhez az intakt paradicsom
novények teljesen kifejlett leveleit hasznaltuk fel. Minden kezelés reggel 9 orakor, 3 ordval a

fényperiodus kezdete utan tortént. A kisérleteket legalabb harom alkalommal ismételtiink meg.

4.3. RNS izolalas, DNaz kezelés, cDNS iras, qRT-PCR

A kontroll és kezelt novények leveleibdl torténd RNS izolalas (Gallé és mtsai. 2009) elsd

1épéseként a ndvényi mintakat folyékony nitrogénben, kvarchomok segitségével elporitottuk,
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majd kb. 100 mg mintdhoz 1 ml TRI reagenst adtunk [1,82 M guanidium izotiocianat, 11,36
mM natrium-citrat, 200 mM kalium-acetat (pH 4,0), 0,73 mM N-laurilszarkozin, 45,45%
fenol]. Ezt kdvetden a mintakat 65°C-on 3 percig inkubaltuk, majd 200 pl kloroformot adtunk
azokhoz. A kdvetkezd 1épés soran a mintakat lecentrifugaltuk (11180 g, 15 perc, 4°C), majd a
feliiluszot atpipettaztuk 375 pl kloroform:izoamilalkoholba (24:1). Az igy kapott elegyet ismét
lecentrifugaltuk azonos koriilmények kozott. A keletkezett feliiluszot 500 pl izopropanolba
pipettaztuk at a kovetkezd 1épés részeként, majd 10 percig szobahémérsékleten inkubaltuk.
Ujabb centrifugalast (11180 g, 15 perc, 4°C) kévetden a keletkezett pelletet 500 pul 70%-0s
hideg etanollal tisztitottuk, majd az RNS-t 30 pl molekularis tisztasagli vizben (AccuGENE®,
Lonza Group Ltd, Basel, Svajc) oldottuk fel.

A kovetkezd 1épésben 15ul RNS mintat 8 ul DN4z enzimmel (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA USA) kezeltik 8 pl DNaz puffert, 34 ul molekularis tisztasagi vizet
(AccUGENE®™, Lonza Group Ltd, Basel, Svajc) és 0,4 pl RN4z inhibitort (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA USA) tartalmazo elegyben a genomi DNS maradvanyok eltavolitasa
érdekében (Gallé és mtsai. 2009). A folyamat sordn a mintékat 37°C-on 30 percig, majd 65°C-
on 10 percig inkubaltuk. A mintdban 1évd fehérjéket 300 pl kloroform és 300 pl fenol elegyével
tavolitottuk el, majd centrifugalast kdvetden (16090 g, 15 perc, 4°C) a feliiluszo6t tovabb
tisztitottuk 400 pl kloroform segitségével. Ismételt centrifugalast (16090 g, 10 perc, 4°C)
kovetden a feliiluszot 550 pl hideg 96%-os etanol €s 20 pl 3 M Na-acetat elegyében inkubaltuk
-20°C-on egy éjszakan at. Az inkubdciot kovetden a mintdkat lecentrifugéaltuk (11180 g,
10 perc, 4°C), majd a pelletet 500 ul 70%-o0s hideg etanollal mostuk, végiil 30 ul molekularis
tisztasagl vizben (ACCUGENE®, Lonza Group Ltd, Basel, Svajc) oldottuk fel. Az esetleges
RNS degradaciot 1%-os (m/v) agardz gélelektroforézis segitségével ellendriztiik. Az izolalt
RNS koncentracijat NanoDropND-1000 spektrofotométert (NanoDrop Technologies,
Washington, DC, USA) felhasznalva mértiik meg.

Egy pg tisztitott RNS-bdl 200 U reverz transzkriptdz (RT) enzimet (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA USA) felhasznalva ¢cDNS-t szintetizdltunk. A reakcio 4 ul RT
reakciopuffert (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA), 0,5 pl random hexamer primert
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA), 1 pl 25 mM dNTP keveréket (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA USA), 0,5 ul RN4z inhibitort (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA USA) és 13 ul molekularis tisztasagu vizet (AccuGENE®, Lonza Group Ltd, Basel, Svéjc)
tartalmazott (Chomczynski €s Sacchi, 2006). A reakcido 37°C-on 1 oran keresztiil zajlott.
A szakirodalom alapjan kivalasztott és megvizsgalni kivant gének relativ transzkript szintjét

kvantitativ valos-idejii PCR (qQRT-PCR) késziilékkel mértik meg (QTOWER Real-Time gPCR
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System, Analytik Jena, Jéna, Németorszag). Az NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) és Sol

Genomics (http://solgenomics.net/) adatbazisokbol azonositott szekvencidkra a Primer3

szoftver (https://primer3.ut.ee/) felhasznalasaval terveztiink primereket (1. tablazat), melyek
specifitasat az NCBI BLAST
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi) (Takacs és mtsai. 2016). A qRT-PCR reakcidelegy 5
ul 2X Maxima SYBR Green qPCR Master Mix-bdl (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA),

segitségével ellendriztiik vissza

3 ul nukleazmentes vizb6l, 0,4 pl primer parbol, és 1,6 ul hiiszszorosara higitott cDNS-bol
tevodott 0ssze. A reakcid soran az elsd, 7 percig tarto, 95°C-on torténd denaturacios 1épést egy
40 ciklusbol 4llo, ismétlédo reakciosor kovette (15 masodperc, 95°C; 1 perc, 60°C). A PCR
lefutdsat kovetéen a termékek specifikussagat az olvadasi gorbék nyomon kovetésével
vizsgaltuk meg. Az adatok analiziséhez a qTOWER 2.2 szoftvert hasznaltuk (Analytik Jena,
Jéna, Németorszag) fel (Takécs és mtsai. 2017). A génexpresszios adatok normalizalasahoz a
novényekben mindvégig konstans modon expresszalddd paradicsom Elongacios faktor la
(SIEFla) és a riboszomalis 18S (S118S) gént hasznaltuk fel referenciaként (Levdal és Lillo,
2009). A kontrollhoz képest a kezelések hatasara bekovetkezd relativ transzkript

szintvéltozasokat a 2044 médszer alapjan hataroztuk meg (Livak és Schmittgen, 2001).

1. tablazat: A gRT-PCR analizishez hasznalt oligonukleotid primer parok
Szekvencia (5°-3’)

Név Azonosito
Reverz Forward
SIEFla Solyc06g005060 TGGAGGGTATTCAGCAAAGG GACAGGCGTTCAGGTAAGGA
s118S GQ280796 CGGAGAGGGAGCCTGAGAA  CCCGTGTTAGGATTGGGTAATTT
SIPR1 Solyc01g106620 ~ CCCCAGCACCAGAATGAAT CATCCCGAGCACAAAACTATG
SIBiP Solyc08g082820 GCTTCCACCAACAAGAACAAT  TCAGAAAGACAATGGGACCTG
SIRBOH1 Solyc08g081690  AAGCCTCGGAAAACACTCG TGGGGATGACTACTTGAGCA
SICU/ZnSOD  Solyc01g067740 ~ TCATGTCCTCCCTTTCCAAG CCGACAAGCAGATTCCTCTC
SIFeSOD Solyc06g048410 ~ GACATACGCCCTGTGATGC ATCCCTCCTCCTTATCCAATG
SIMnSOD  Solyc06g049080  AGCACCTTCTGCGTTCATCT TTCTCTTGGCTGGGCTATTG
SIKAT1 Solyc12g094620  AATGTGCTTTCCCCTCTTTGT ~ GATGATGTTTGTCTCCCAACG
SIKAT2 Solyc02g082760 TTAGGATTTGGCTTCAGAGCA  AACAACTTCCCCGTCTTCTTC
SIKAT3 Solyc04g082460 TGTAATGTTCTCCTGGCTGCT CCCTATTCCTCCTCGTGTCTT
SIAPX1 Solyc06g005160 ~ GCTCTGGCTTGTCCTCTCTG CTGGTGTTGTTGCTGTTGAAG
SIAPX2 Solyc06g005150 GGTGGTTCTGGTTTGTCCTCT CTGGTGTTGTTGCTGTTGAAG
SIHXK1 Solyc03g121070  CCTTTTGTCCACCGCATAAT TCATCAACCTCCTGGTAAGCA
SIHXK?2 Solyc06g066440 TGCCAACCGTGTCATCAAT TCATCCACCTCCTGGTAAGC
SIHXK3 Solyc12g008510 ~ CAGGCACTTTTGGTTGTGTC TAATGATGGTTCAGGCGTTG
SIHXK4 Solyc04g081400  CTCCCCATTCGGTATTCACA GCTGGCAAAAAGGATGTCTAA
SIGSH1 Solyc08g081010  CTGCGACCCATGAAGTATGA TGCTTTGCTTTCCCTGTTTC
SIGR1 Solyc09g065900 TTCGGAATTGCCTTCACTTATT  GTTGTACTGAGCTTTGGTGAGC
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SIGR2 Solyc09g091840 TGGTGCGATTTTGTTTTTGT TCTGTTGGTCCTCACAAACG
SIDHAR2 Solyc05g054760 TTCCTACCTTCGTCTCATTTCTG  AACAAACATTCTGCCCATTGA

SIOXP Solyc09g010560 CGGGATTGAAACAGACAAGG CGGCTAACATCAGTGGAGGT

SIGGT Solyc05g051780 GGACAGTGAACGAAATGCTG GCAGGAGCGGAGAAGTCAT
SIGSTF2 Solyc06g009020 TGAAAGGAAGGGGGAACAAT TTTTGCTTTGTGGTGTGCTC
SIGSTU5 Solyc01g086680  CCCTCTTGCCTAAACATCCA TCTCCCTTTCTTCTCCTTTGC
SIGSTT2 Solyc08g080900 GGTGAGTTCGTCGGAGTTAATTT CGAGAAGGTTGGGACATACG
SIGSTT3 Solyc08g080910 TGAAGTGGCTTGATGATACGA TACAATCAACCCTCGCTGG

4.4. A sztomaapertura vizsgalata

A mintavételek idépontjaban a kontroll és kezelt ndvények leveleinek abaxialis oldalarol
epidermisz nyuzatokat készitettiink, majd pufferbe (10 mM KCI, 5 mM MES, pH 6,15)
helyezve a targylemezre téve azonnal lefényképeztiik ket mikroszkop segitségével (Nikon
Eclipse TS-100, Nikon Instruments, Tokid, Japan) (Melotto és mtsai. 2006). A sztomak
porusatmérdjét az Image-Pro Plus 5.1 szoftverrel (Media Cybernetics, Inc., Rockville, MD,
USA) hataroztuk meg az epidermisz-nyuzatok véletlenszerien kivalasztott teriiletein.
A kisérletek soran harom, kiilonb6z6 novényrdl szarmazo epidermisz-nytizaton legalabb 30-40

sztomaaperturat mértiink le, melyet harom alkalommal ismételtiink.

4.5. A szuperoxid-gyokanion (O2”) produkciojanak meghatarozasa

A levelek szuperoxid-gyokanion produkcidjahoz 100 mg levelet 1 ml hideg 0,1 M natrium-
foszfat pufferben (pH 7,2) eldorzsoltiink, mely 1 mM natrium-dietil-ditiokarbamat-trihidrat
(SDDT; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) SOD inhibitort tartalmazott. A mintakat ezutan
lecentrifugaltuk (18890 g, 15 perc, 4°C), majd 300 pl feliilaszot 650 ul jéghideg 0,1 M natrium-
foszfat puffer (pH 7,2) és 50 pl 12 mM nitrokék-tetrazolium-klorid (NBT; Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA) elegyébe pipettdztunk. A mérés soran a mintak abszorbancidjat a reakciod
kezdetétdl szamitott 2. (A0) és 7. (AS) percben spektrofotométer segitségével (KONTRON,
Milénd, Olaszorszag) detektaltuk 540 nm hulldmhosszon. A szuperoxid-gydkanion produkciot
a AAsso = AS-A0 formula alapjan hatdroztuk meg, majd az eredményeket friss tomegre (FT)

vonatkoztatva adtuk meg AAsao (Min"tgFT™?) (Chaitanya és Naithani, 1994).
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4.6. A hidrogén-peroxid (H202) szintjének meghatiarozasa

A levelek H2O: szintjeinek meghatarozasahoz 200 mg mintat homogenizaltunk 1 ml jéghideg
0,1% triklorecetsavval (TCA; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), majd centrifugalast
kovetden (13400 g, 10 perc, 4°C) 250 ul feliiluszot 250 ul 50 mM kalium-foszfat puffer (pH
7,0) és 500 ul 1 M kalium-jodid (Molar Chemicals Kft., Halasztelek, Magyarorszag) elegyéhez
adtunk. Tiz perc sotétben torténd inkubéaciot kdvetden 390 nm hulldmhosszon mértiikk meg a
mintak abszorbanciajat spektrofotométer (KONTRON, Miland, Olaszorszag) segitségével
(Velikova és mtsai. 2000). A H20: szinteket H20> oldatbdl (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) készitett higitasi sort felhaszndlva, standard kalibracios egyenes alapjan hatdroztuk meg,

majd az eredményeket pmol gFT™! formatumban adtuk meg.

4.7. A BiP fehérje kimutatasa és mennyiségének meghatarozasa

A BiP fehérje mennyiségének valtozasat Western blot segitségével vizsgaltuk meg. 200 mg
levélmintat folyékony nitrogénben elporitottunk, majd 400 pl modositott Lacus pufferrel
[25 mM Tris-HCI (pH 7,8), 10 mM MgCl2, 15 mM EGTA, 75 mM NaCl, 1 mM ditiotreitol
(DTT), 0,5 mM fenil-metil-szulfonil-fluorid (PMSF), 0,05% Triton X-100] vontuk ki a
fehérjéket (Hurny €s mtsai. 2020). Ezt kovetden a mintékat lecentrifugaltuk (16090 g, 20 perc,
4°C), majd az Osszfehérje tartalmat Bradford (1976) modszere alapjan mértiik meg. Ezt
kovetden 15 pg fehérjét tartalmazod kivonatot hasznaltunk fel a denaturdléd poliakrilamid
gélelektroforézissel (SDS-PAGE; Cleaver Scientific Ltd., Rugby, Warwickshire, UK) torténd
elvalasztashoz, 12%-os szeparalo gélen. A kovetkezd 1épésben a mintdkat PVDF membranra
(Immobilon-P, Millipore, Bedford, MA, USA) transzferaltuk (200 mA, 70 perc). A membranok
blokkolasa egy 6ran at 24 mg ml™ szarvasmarha-szérum albumint (BSA) tartalmazé TBS-T
[50 mM Tris-HC1 (pH 8,0), 150 mM NaCl, 0,05% Tween 20) oldattal tortént
szobah6mérsékleten. Ezt kovetéen a membranokat TBS-T-ben oldott anti-BIP (AS09 481,
1:2000) és anti-Aktin (AS13 2640, 1:3000) elsédleges (nytl) antitestekkel (Agrisera, Vannis,
Svédorszag) jeloltiik 4°C-on. Az egy ¢éjszakan keresztiil torténd inkubaciot kdvetden a nem
kotddott antitesteket haromszori mosassal tavolitottuk el a membranrol, majd egy oran at torma-
peroxidaz (HRP) enzimmel konjugalt, kecskében termelt anti-nyul IgG masodlagos antitesttel
(Agrisera, Vénnis, Svédorszag) jeloltiik a célfehérjéhez specifikusan kotédott elsddleges
antitesteket szobahdmérsékleten. Négyszeri mosast kovetéen HRP szubsztratként funkcionald,

luminol- ¢és H2O2 tartalmi oldatokban 4 percig kezeltik a membrant (Western
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Chemiluminescent HRP Substrate, Immobilon, Millipore, USA), majd a kemilumineszcens
szignalt C-DiGit Western Blot Scannert (LI-COR, Lincoln, Nebrasca, USA) felhasznalva
detektaltuk (Meng ¢és mtsai. 2016). A jelolt BiP fehérje relativ mennyiségének

meghatarozasahoz Image] (https://imagej.net/ij/) szoftvert hasznaltunk fel és az adatokat a

szignal teriiletére vonatkozé pixelintenzitasban adtuk meg.

4.8. Az SA tartalom meghatarozasa

A kontroll és kezelt levelek SA tartalmat nagynyomast folyadékkromatografids (HPLC)
eljarassal hataroztuk meg Pal és mtsai. (2005) modszere szerint kis valtoztatasokkal, melyhez
1 g mintat folyékony nitrogénben homogenizaltunk, majd centrifugacsévekbe helyezve 2 ml
70%-o0s metanolt adtunk hozza, mely 250 ng orto-anizinsavat (0ANI) és 25 mg para-hidroxi-
benzoesavat (p-HBA) tartalmazott. Ezt kovetden lecentrifugaltuk (10000 g, 20 perc) 6ket, majd
a pelletet 2 ml 90%-o0s metanolban ujra feloldottuk, centrifugaltuk és a feliiluszokat kombinalva
vakuum alatt a vizes fazisig beparoltuk szobahdmérsékleten. A maradék vizes fazishoz 1 ml
5%-0s TCA-t adtunk, majd centrifugalast kovetéen (15000 g, 10 perc) a feliilisz6t 3 ml
ciklohexan:etil-acetat 1:1 (v/v) aranyu elegyével kétszer extrahaltuk. Ebben a 1épésben a szabad
fenolos savak a felsd, szerves fazisba keriiltek. A metanolban oldodo, kotott fenolos
vegyiileteket az also, vizes fazis tartalmazta, melynek savas hidrolizisét 1,3 ml 8 N HCl-ban
oldott 250 ng oANI és 25 pug pHBA hozzaadasaval végeztiik egy oran at 80°C-on, majd a fent
leirtak alapjan kétszer particionaltuk. A szerves fazisok vakuum alatt beparlasra keriiltek, majd
1 ml 15% acetonitrilben feloldottuk Oket. Az SA mennyiségét forditott fazisu oszloppal
(Phenomenex Synergi Fusion-RP, 4 um; 150x4,6 mm) ellatott HPLC késziilékkel
(W2690 szeparacios modul, Waters, Milford, MA, USA) szobahdmérsékleten hataroztuk meg,
melynek detektalasa szkenning fluoreszcencias detektorral (W2475, Waters, Milford, MA,
USA) 305 nm gerjesztési és 407 nm emisszids hulldmhosszokon tortént. Az SA mennyiségét

ng gFT? értékben adtuk meg.

4.9. Az ionkieresztés vizsgalata

Az ¢életképességet az ionkieresztés (Electrolyte leakage, EL) alapjan hatdroztuk meg 1 cm
atmérdji levélkorongokat felhasznalva, melyekbdl harom darabot tettiink 20 ml ioncserélt
desztillalt vizbe, 2 6ran keresztiil aztatva Oket szobahdmérsékleten a sdtétben (Sun és mtsai.

2010). Az inkubacié utdn megmértiik az oldat vezetSképességét (C1) konduktivitdst mérd
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késziilekkel (OK-102/1 Radelkis, Budapest, Magyarorszag). Ezt kovetden a mintakat 40 percig
95°C-on forraltuk, majd lehiités utan ismét meghataroztuk az oldatok vezetéképességét (C2).

A relativ EL-t az alabbi képlet alapjan szamoltuk ki: Rel. ionkieresztés (EL)= (C1/C2)X100.

4.10. A malondialdehid (MDA) tartalom meghatarozasa

A kezeléseket kovetden a lipidek peroxidaciojat a malondialdehid (MDA) tartalom valtozasa
alapjan hataroztuk meg. A mérés soran 100 mg levélmintdt homogenizaltunk 1 ml 0,1%
triklorecetsavban (TCA; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) ¢és a tovabbi lipidperoxidaciod
megakadalyozasa érdekében 100 pl 4% butilalt hidroxitoluolt (BHT; Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) adtunk a kivonathoz. Ezt kdvetden a mintdkat lecentrifugaltuk (16090 g, 20 perc,
4°C) ¢és a feliiltszo 250 pl-éhez 1 ml 0,5% tiobarbitursavat adtunk, amelyet 20% TCA-ban
oldottunk fel eldtte. Ezt a reakcidelegyet fél oraig inkubaltuk 96°C-os vizfiirddben. A mintak
abszorbancijat 532 nm hulldmhosszon detektaltuk spektrofotométer (KONTRON, Miland,
Olaszorszag) segitségével és a 600 nm hullamhosszon mért nem-specifikus értékkel korrigaltuk
a kapott értékeket. A 155 mM™* cm™ extinkcids koefficienst felhasznalva szamoltuk ki az MDA
tartalmat (Ederli és mtsai. 2004).

4.11. A NADPH-oxidaz enzimaktivitas meghatarozasa

A NADPH-oxiddz enzim aktivitdsanak meghatarozdsahoz 500 mg paradicsom levelet
folyékony nitrogénben eldorzsoltiink, majd 1 ml 50 mM Na-foszfat puffert (pH 6,8) és 0,5%
Triton X-100 oldatot adtunk hozza. A mintakat ezutan lecentrifugaltuk (16090 g, 20 perc, 4°C)
¢s a tovabbiakban a feliiluszot hasznaltuk a PAGE-val torténd elvalasztashoz. Az elektroforézist
10%-o0s, 2 mm vastagsagh és 120 mm hosszusagu lapgélen, nativ kortiilmények kozott, 4°C-on
végeztiik fliggdleges allasi omniPAGE elektroforézis rendszerrel (Cleaver Scientific Ltd.,
Rugby, Warwickshire, UK). A szeparald gél 5 ml akrilamid oldatot (30% akrilamid és 0,8%
biszakrilamid), 3,75 ml 1,5 M TRIS-HCI (pH 8,8) oldatot, 6,1 ml desztillalt vizet, 150 pl 10%-
os ammoénium-peroxi-diszulfatot (APS) és 15 pl tetrametil-etilén-diamint (TEMED)
tartalmazott. A 4%-os gytjté gél 1,27 ml akrilamid oldatbol, 0,937 ml 1 M TRIS-HCI (pH 6,8)
oldatbol, 5,17 ml desztillalt vizbdl, 75 ul APS-b6l és 7,5 ul TEMED-bd allt. A gélre mintanként
30 pg fehérjét tartalmazo enzimkivonatot vittiink fel, melyet Bradford (1976) mddszere alapjan
hataroztunk meg spektrofotométer segitségével (KONTRON, Miland, Olaszorszag). A futtato
puffer 14,4 g glicint és 3,0 g TRIS-t tartalmazott (pH 8,3) literenként. A futtatds harom oran
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keresztiil tortént 20 mA aramerdsséggel. A futtatast kovetden a gélben talalhat6 NADPH-
oxidaz izoenzimeket Carter és mtsai. (2007) festési modszerével tettiik lathatéva. 50 ml 50 mM
Tris-HCI (pH 7,4) pufferben feloldottunk 0,2 mM NBT-t, 0,1 mM MgCl.-ot, 0,2 MM NADPH-
t, valamint 1 mM CaClz-ot. A gélt 20 percig razattuk sététben az izoenzimek megjelenéséig.

A NADPH-oxidaz aktivitas meghatarozasahoz Imagel) (https://imagej.net/ij/) szoftvert

hasznaltunk fel és az eredményeket a szignal teriiletére vonatkozé pixelintenzitasban adtuk

meg.

4.12. Az antioxidans enzimek aktivitasanak mérése

Az antioxidans enzimek aktivitdsanak méréséhez 200 mg levelet dorzsoltiink el 1 ml jéghideg
100 mM kalium-foszfat pufferrel (pH 7,0), amely 1 mM fenil-metil-szulfonil-fluoridot (PMSF)
¢s 1% (m/v) polivinil-polipirrolidont (PVPP) tartalmazott (Tari és mtsai. 2015). Az 6sszfehérje
tartalmat Bradford (1976) moédszere alapjan hatdroztuk meg spektrofotométer segitségével
(KONTRON, Milano, Olaszorszag).

A SOD enzim (EC 1.15.1.1) aktivitdsat az NBT riboflavin jelenlétében torténd
fotokémiai redukciojanak gatlasa alapjan hataroztuk meg (Tari és mtsai. 2015). A mérés soran
az enzimkivonatot 50 mM NBT-t és 0,2 mM riboflavint tartalmazo reakcidelegybe mértiik. Ezt
kovetden a 15 perc utan keletkezett formazan extinkcidjat 560 nm hulldmhosszon mértiik meg
spektrofotométer (KONTRON, Milano, Olaszorszag) segitségével. Egy enzimegység (U) azt
az enzimmennyiséget jelenti, amely az NBT redukcidjanak 50%-os gatldsat okozza fény
jelenlétében. Az enzim aktivitasat U mg™ fehérje egységben adtuk meg.

A KAT enzim (EC 1.11.1.6) aktivitasanak méréséhez az enzimkivonatot 50 mM
kalium-foszfat puffert (pH 7,0) és 1% H202-ot tartalmaz6 reakcioelegybe mértiik (Tari és mtsai.
2015). A KAT enzim aktivitasat a H2O> lebontasanak nyomon kovetésével vizsgaltuk 240 nm-
en spektrofotométer (KONTRON, Miland, Olaszorszag) segitségével, az elsd €s a masodik perc
kozott mért extinkciovaltozas alapjan. Egy enzimegység (U) az az enzimmennyiség, mely
1 umol H20: elbontasat katalizalja 1 perc alatt. A specifikus aktivitast a 39,4 mM™* cm™
extinkcios koefficiens segitségével adtuk meg.

Az APX enzim (EC 1.11.1.11) aktivitdsdnak meghatarozasa sordn az enzimkivonatot
tartalmaz¢ feliiliszot 50 mM kalium-foszfat puffert (pH 7,0) és 5 mM redukalt aszkorbatot
(ASC) tartalmaz6 reakcidpufferbe mértiik (Tari és mtsai. 2015). A reakcié kezdetén 10 mM
H>0:> oldatot adtunk a rendszerhez, majd 1,5 percig mértiilk a mintak abszorbanciajat 290 nm

hulldamhosszon, spektrofotométer (KONTRON, Mildn6, Olaszorszag) segitségével. Egy
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enzimegység (U) az az enzimmennyisé€g, amely 1 umol ASC oxidacidjat katalizalja 1 perc alatt.
A specifikus aktivitast a 2,8 mM™ cm™ extinkcios koefficiens segitségével hataroztuk meg.

A POD enzimaktivitas (EC 1.111.7) vizsgélata soran az enzimkivonatot tartalmazé
feliiluszot 50 mM kaélium-fosztat puffert (pH 7,0) és 1% gvajakolt tartalmaz6 reakcidopufferbe
mértiik (Horvath és mtsai. 2015). A reakcio soran 1% H20O> oldatot adtunk a rendszerhez, majd
1,5 percig mértik a mintdk abszorbancidjat 470 nm hulldmhosszon spektrofotométer
(KONTRON, Milano, Olaszorszag) segitségével. Egy enzimegység (U) az az enzimmennyiség,
amely 1 pmol tetragvajakol képzddését katalizalta 1 perc alatt. A specifikus aktivitast a

26,6 mM* cm™ extinkciods koefficiens segitségével szamoltuk ki.

4.13. A fotoszintetikus aktivitas meghatarozasa

A Klorofill fluoreszcencia és a PSI (P700) abszorbancia valtozasait DUAL-PAM-100 (Heinz-
Walz, Effeltrich, Németorszag) fluoriméter segitségével szimultan detektaltuk a levelekben,
DUAL-E és DUAL-DR méréfejek hasznalataval (Klughammer és Schreiber, 2008). A mérések
elején 15 perces sotétadaptaciot kovetéen meghataroztuk a sotétadaptalt allapotban mérhetd
minimalis fluoreszcencia (Fo) értékét modulalt mérdfény (620 nm, 5 pmol m™2 s?) segitségével.
Ezt kovetden megmértiik a sotétadaptalt allapotban mérheté maximalis fluoreszcencia szintet
(Fm) egy 14000 pmol m™ st intenzitasu telitési impulzus segitségével. Végiil az Fr értékének
meghatirozasa utin megkezdédott a mintak aktinikus megvilagitdsa 216 umol m™2 s erésségii
voros fénnyel (635 nm). Az aktinikus megvildgitast (13 perc) kovetden rogzitettik a
fényadaptalt allapot steady state fluoreszcencia szintjének (Fs) értékét, illetve egy telitési
fényimpulzus segitségével meghataroztuk a fényadaptalt allapot maximalis fluoreszcencia
szintjét (Fm’). A fényadaptalt allapot minimalis fluoreszcencia szintjét (Fo’) az aktinikus fény
tranziens kikapcsolasakor egy 3 masodperces 5 umol m? st tavoli vorés fény (720 nm)
segitségével mértiik meg. Emellett a P700 redox valtozasait a 830 és a 875 nm-es méréfények
differencia jelébol hataroztuk meg (Klughammer és Schreiber, 2008). Az Fo és az Fn
meghatarozast kovetden megtortént a maximalis P700 jel (Pm) detektalasa is. Az aktinikus
megvilagitast koveto telitési fényimpulzus utan pedig meghataroztuk a Pm’ értékét is. Ezeket
kovetden az alabbi paramétereket szamoltuk ki (Genty €s mtsai. 1989; Kramer és mtsai. 2004;

Lei és mtsai. 2014; Zhang és mtsai. 2014):

A PSII maximalis kvantumhatasfoka sotétadaptalt levelekben (Fv/Fm):
Fv/sz(Fm'FO)/Fm
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A PSII reakciocentrumok nyitott allapott frakcidja fényadaptalt allapotban (qu):
gu=(Fm’-Fs)/(Fm’-Fo”)xFo’/Fs

A PSII effektiv kvantumhatéasfoka fényadaptalt levelekben [Y(II)]:

Y (I)=(Fm’-Fs)/Fm’

A szabalyozatlan energia disszipacid kvantumhatasfoka [Y(NO)]:

Y (NO)=1/((Fn/Fm’-1)+1+qux(Fm/Fo-1))

A (fény)szabalyozott energia disszipacié kvantumhatéasfoka [Y(NPQ)]:

Y (NPQ)=(1-Y (I1)-1)/((Fm/Fm’-1)+1+quX(Fm/Fo-1))

A szabdlyozatlan energia disszipacid kvantumhatasfoka [Y(NO)]:

Y (NO)=1/((Fm/Fm’-1)+1+quX(Fm/Fo-1))

A PSI donor oldali limitaciojabol fakaddé nem fotokémiai kioltds kvantumhatasfoka [Y(ND)]:
Y (ND)=1-P700req

A PSI akceptor oldali limitacigjabol fakaddé nem fotokémiai kioltds kvantumhatasfoka
[Y(NA)]: Y(NA)=(Pm-Pm’)/Pwm

A CEF-PSI kvantumhatasfokanak Y(II) feletti aranya / CEF-PSI mértéke [Y(CEF)/Y(Il)]:
Y(CER/Y(ID=[Y(D)-Y (DY)

4.14. A fotoszintetikus pigmentek mennyiségének mérése

A fotoszintetikus pigmentek mennyiségének mérése soran 25 mg tomegii levélkorongokat egy
napig 1 ml 100%-os acetonban inkubaltunk sotétben, 4°C-on. A mintak centrifugalasat (20112
g, 15 perc, 4°C) kovetden a feliiltszot félre tettiik, majd a visszamaradt levélszdvetre friss 1 ml
aceton/TRIS puffer elegyét (80:20, v/v, pH 7,8) pipettaztuk, és Gjabb 24 o6ran keresztiil s6tétben
inkubaltuk 4°C-on. Ezt kdvetden a mintakat lecentrifugaltuk (20112 g, 15 perc, 4°C) és a kapott
feliiluszot egyesitettiik a korabbival. A kivonatok pigmenttartalmat spektrofotométer
(KONTRON, Miland, Olaszorszag) segitségével detektaltuk és az aldbbi egyenletek
segitségével szamoltuk ki (Sims és Gamon, 2002):

Klorofill a (Kl a) = 0,01261xAes1-0,001023xAs34-0,00022XAs43

Klorofill b (KI b) = 0,02255xAs43-0,00439xAs34-0,004488x Acs1

Karotinoidok = (As70-17,1x(Kl a + Kl b)-9,479x Antocianin korrekcio)/119,26

Antocianin korrekcid = 0,082 1xAs34-0,00687XAs43-0,002423X Ass1
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4.15. A keményitotartalom és az oldhato cukrok mennyiségének meghatarozasa

A szénhidratok (keményitd és oldhatd cukrok) méréséhez 100 mg friss tomegii (FT) levelet
1 ml 80%-os etanollal eldorzsoltink és 80°C-on 30 percig inkubaltunk vizfiirdében.
A homogenizatumot lecentrifugaltuk (2600 g, 10 perc), és a feliiliszot hasznaltuk a
tovabbiakban a cukortartalom spektrofotometrids meghatdrozasadhoz (KONTRON, Miland,
Olaszorszag) 630 nm hulldmhosszon, miutidn azt 72%-os kénsavban oldott 0,2% antronnal
reagaltattuk 80%-os etanolban oldott szacharozt (Normapur, VWR Int., Leuven, Belgium)
felhasznalva standardként.

Ezutan a pelletet 1 ml desztillalt vizzel mostuk és 1 ml 1,1%-o0s sésav hozzaadasaval
100°C-on 30 percig inkubaltuk vizfiirddben. Az inkubaciét kovetéen a mintakat
lecentrifugaltuk (2600 g, 10 perc), majd a keményitdtartalmat spektrofotometridsan
(KONTRON, Milano, Olaszorszag) mértiik meg 630 nm hullamhosszon antronnal, 1,1%-0S
HCI-ben oldott keményitét (Normapur, VWR Int., Leuven, Belgium) standardként felhasznalva
(Hansen és Moller, 1975).

4.16. Transzmisszios elektron mikroszkopia (TEM)

¢s kezelt levelekbdl szarmazo levélszegmenseket (5-6 mm) a mintavételi idopontokban azonnal
2%-o0s paraformaldehid és 2% glutaraldehidet tartalmazo 0,1 M kalium-foszfat puffer (pH 7,4)
elegyébe helyeztiik, majd 1 6ran at 1%-0s (m/v) OsOs-ben fixaltuk. A mintakat 0,1 M kalium-
foszfat pufferrel (pH 7,4) torténd Oblitést, és novekvd etanol-koncentracidval, valamint
acetonnal torténd dehidratalast kovetden beagyaztuk Embed812 gyantaba (Electron
Microscopy Sciences, Hatfield, PA, USA). Ezeket a beagyazott blokkokat hasznaltuk
felvékony (0,7 um) metszetek elkészitésére, a vizsgalt teriilet kivalasztdsara, valamint
ultravékony (70 nm) metszetek elkészitéséhez is, amelyeket nikkelracsra helyeztiink fel.
Blokkonként harom racsot uranil-acetéttal (Merck, Darmstadt, Németorszag) és 6lom-citrattal
(Merck, Darmstadt, Németorszag) kontrasztfestettiink, majd JEOL JEM 1400 transzmisszios
elektronmikroszkop (Jeol Ltd., Tokio, Japan) segitségével vizsgaltunk és fényképeztiink
(Talapka és mtsai. 2016).

A citokrom c (cyt c) kieresztés vizsgalatahoz a kezelésenkénti blokkokbdl harom
ultravékony metszetet hasznaltunk fel az immunarany jeloléshez. A grideket egy éjszakan at

inkubaltuk anti-cyt ¢ nyul poliklonalis primer antitesttel (Agrisera, Vinnds, Svédorszag;

44



1:1500), majd protein A-arany-konjugalt anti-nyal (18 nm-es aranyrészecskék, Jackson
Immuno Research, West Grove, PA, USA, 1:20 végs6 higitds) masodlagos antitesttel jeloltiik
Oket 3 oran keresztiil. A Iépések kozott a mintdkat alaposan mostuk. Az immunreakcid
specifitasat azaltal ellendriztiik, hogy az elsddleges antitestet kihagytuk a jel6lési protokollbol,
¢s a metszeteket csak a protein A-arany-konjugalt maésodlagos antitestben inkubaltuk.
A metszeteket uranil-acetattal (Merck, Darmstadt, Németorszag) és olom-citrattal (Merck,
Darmstadt, Németorszdg) kontrasztoztuk, majd JEOL JEM 1400 transzmisszios
elektronmikroszkop (Jeol Ltd., Tokid, Japan) segitségével vizsgaltuk és fényképeztiik.
A citoszolban, a mitokondriumok belsejében és a sejtorganellumok kornyékén 1évo, cyt c-t
jelold aranyrészecskéket megszamoltuk. A szamlalast digitalis fényképeken végeztiik 20000-
szeres nagyitds mellett az AnalySIS 3.2 programmal (Soft Imaging System GmbH, Miinster,
Németorszag). Kezelésenként harminc sejtet elemeztiink. Az eredményeket az elemzett

sejtkomponensek egységnyi teriiletére esd aranyrészecskék teljes szamdban fejeztiik ki.

4.17. A hexokinaz (HXK) enzim aktivitasanak mérése

A hexokindz aktivitasat a levelekben ¢és a tisztitott mitokondriumokban Whittaker és mitsai.
(2001) alapjan hataroztuk meg. A levelek esetében 0,5 g novényi szovetet folyékony
nitrogénben eldorzsoltiink, majd 1 ml hideg extrakcios puffert hozzdadva (20 mM KH2POa, pH
7,5; 0,5 mM NaEDTA, 5 mM DTT) elhomogenizaltunk. Centrifugalast (15000 g, 15 perc, 4°C)
kovetden a minta hexokinaz aktivitasat 1 ml 100 mM KH2POs (pH 7,5), 2 mM MgCl,, 1 mM
NaEDTA, 1 mM ATP, 1,0 IU gliikk6z-6-foszfat dehidrogenaz (G6PDH, EC 1.1.1.49), 1,0 IU
foszfogliikoz izomeraz (PGI, EC 5.3.1.9) és 10 mM gliikoz (Glc) tartalmu reakcidelegyben
mértiik, és 5 perc elteltével, szobahdmérsékleten, 340 nm hulldmhosszon spektrofotométer
(KONTRON, Miléné, Olaszorszag) segitségével detektaltuk. Az enzimaktivitast nmol min™
mg FT? és umol min™ mg fehérje® formatumban fejeztiik ki a levél, illetve a mitokondrium
mintak esetében. Az oldhat6 fehérje koncentraciot Bradford (1976) médszere alapjan mértiik
spektrofotometriasan (KONTRON, Milano, Olaszorszag).

A mitokondrialis HXK (mtHXK) enzimaktivitast ugyanezen modszer felhasznalasaval
mértiilk az izoldlt mitokondriumokat felhasznédlva spektrofotométer (KONTRON, Milénd,

Olaszorszag) segitségével.
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4.18. A gliikoztartalom meghatarozasa

A levelek gliikoztartalmanak meghatarozasahoz 0,5 g levélszovetet homogenizaltunk el és
30 percig forraltunk 96%-os etanolban. A homogenizatumot kétszer lecentrifugaltuk (12000 g,
20 perc, 4°C), majd a feliiluszot hasznaltuk fel a Glec mennyiségének meghatarozashoz egy
modularis Shimadzu HPLC rendszerrel (Shimadzu Corp., Kyoto, Japan), amely két LC20-AD
pumpaval, egy DGU-14A gaztalanitoval, egy SIL-20A automatikus mintavevovel, egy CTO-
10ASVP oszloppal, egy RID-10A detektorral, valamint egy CBM-20A rendszervezérlével volt
ellatva. Az injektalas soran 15 ul mintat vittiink fel a SphereClone NH2 (100 x 4,6 mm 5 pum,
Phenomenex, Torrance, CA, USA) oszlopra és HPLC mindségli viz:acetonitril (30:70 v/v)

elegyével valasztottuk el. Az aramlasi sebesség 1 ml/perc, a kemence hdmérséklete 40°C volt.

4.19. Mitokondriumok izolalasa és integritasuk vizsgalata

A paradicsom novények leveleibdl a mitokondriumok izolalasat Camacho-Pereira és mtsai.
(2009) alapjan végeztik el néhany Iépésben vald modositassal. 100 g levélmintat
homogenizaltunk el 300 ml jéghideg extrakcios pufferben [10 mM HEPES/Tris puffer (pH 7,4),
0,3 M mannitol, 2 mM EGTA, 5 mM EDTA, 0,3 mM PMSF, 20 mM B-merkaptoetanol és
0,1 % (w/v) BSA], majd a homogenizatumot 100 mikronos sziir6n atsziirtiik. Az igy kapott
szlirletet két 1épésben centrifugéltuk le, elsdként egy rovid ideig tartd, alacsony fordulatszamon
(3000 g, 5 perc, 4°C), majd egy magasabb fordulatszamon, hosszabb ideig futtatott
centrifugalas (15000 g, 15 perc, 4°C) segitségével. A mitokondriumokat ezutan hideg ,,mos6”
pufferben [300 mM szacharéz, 1 mM EGTA, 0,2 mM PMSF, 10 mM 3-(N-morfolino)-
propanszulfonsav (MOPS) puffer, pH 7,2] oldottuk fel, majd 28% (v/v) Percoll-t tartalmazo
hideg mosopufferre rétegeztiikk és centrifugaltuk (40000 g, 40 perc, 4°C). A gradiens
centrifugalds utan a mitokondriumokat tartalmazé koz€pso savot (2. frakcio) eltavolitottuk, és
5 ml jéghideg reakcidpufferrel higitottuk Percoll nélkiili (0,3 M mannitol, 1 mM EGTA,
0,2 mM PMSF, 10 mM TRIS, pH 7,2) ,,mos06” pufferrel. A higitast és a tisztitasi centrifugalast
kétszer megismételtiik (12000 g, 10 perc, 4°C). A végsé pelletet 1 ml extrakcids pufferben
felszuszpendaltuk, és felhasznalasig 4°C-on taroltuk. A végs6é fehérjekoncentracio 10 és
20 mg/ml kozott valtozott a Bradford (1976) mddszerével torténd mérés alapjan.

A mitokondrium szuszpenzioban a KAT ¢és a citokrom c-oxidaz (COX; EC 1.9.3.1)
aktivitdsanak mérését hasznaltuk markerként a mitokondridlis frakciok tisztasagdnak és

integritasanak értékelésére (Chen és mtsai. 2009). A KAT aktivitasat 10 mM H20 (Ae240 =
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39,4 M cm™) exponencialis bomlasanak mérésével hataroztuk meg 50 mM kalium-foszfat
puffer (pH 7,0) felhasznéalaséval, 240 nm hulldmhosszon, spektrofotométerrel detektalva
(KONTRON, Milano, Olaszorszag). A KAT enzimaktivitas szignifikdnsan lecsokkent a
tisztitds soran, ami azt jelzi, hogy a mitokondrium frakcid mentes volt a peroxiszomaktol.
A COX enzim aktivitasat 0,3 M szachar6zt, 5 mM MgClz-t, 50 uM redukalt cyt c-t és 10 mM
kalium-foszfat puffert (pH 7,0) tartalmazé oldatban mértiik. A reakcidt 5 pl tisztitott
mitokondrium hozzdadasaval inditottuk el, és 550 nm hullimhosszon detektaltuk az oxidalt cyt
¢ képzddését spektrofotométer segitségével (KONTRON, Milano, Olaszorszag). Kontrollként

0,04%-0s Triton X-100-at hasznaltunk a mitokondriumok teljes integritas-vesztéséért.

4.20. A mitokondrialis ROS és nitrogén-monoxid (NO) produkcié mérése

A mitokondridlis ROS és NO produkci6 detektalasahoz a mitokondriumokat (0,2 mg fehérje
mlt) standard respiraciés pufferben (0,3 M mannitol, 10 mM Tris-HCI (pH 7,2), 3 mM MgSOs,
10 mM NaCl, 5 mM KH2PO4, 0,3 mM B-NAD") inkubaltuk, kiegészitve a ROS festés soran
10 uM 2°,7’-dikloro-dihidro-fluoreszcein-diacetat (H.DCF-DA) vagy az NO detekcio soran
4,5 diaminofluoreszcein-FM DA (DAF-FM DA) fluoreszcens festékekkel (Camacho-Pereira és
mtsai. 2009). A mintak 10 percig torténd inkubdaciodja soran a festékek fluoreszcencidjat 495 nm
¢s 517 nm (DCF) vagy 500 nm és 515 nm (DAF) gerjesztési és emisszios hullamhosszon
kovettiik spektrofluoriméterrel (Hitachi £-4500; Tokid, Japan). A II. mitokondridlis komplexet
10 mM szukcinattal (Suc) és 0,1 mM adenozin-difoszfattal (ADP) aktivaltuk. A mitokondrials
HXK (mtHXK) enzimet 5 mM Glc felhasznalasaval aktivaltuk, és 50 uM N-acetil-gliikkozamin
(NAG) hozzéaadasaval gatoltuk, a respiracios pufferben feloldva.

4.21. A glutation szintek meghatarozasa

A kezeléseket kovetden, 250 mg levélszovetet 1 ml 5%-0s (v/v) TCA-val elhomogenizaltunk
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), majd lecentrifugaltunk (16090 g, 20 perc, 4°C). Az 6ssz
glutation tartalom meghatarozasdhoz kozvetleniil a feliiliszot hasznéltuk, mig az oxidalt forma
(GSSG) méréseénél a feliiluszobol vett mintat 2-vinilpiridinnel kezeltiik, mely képes elfedni a
redukalt format (GSH). Egy ora inkubacidt kdvetden trietanolaminnal semlegesitettiik a
vinilpiridint. A mérés 412 nm hulldmhosszon spektrofotométer segitségével (KONTRON,
Milano, Olaszorszag) tortént. A reakcidelegy 0,2 mM NADPH-t, 0,25 mM 5,5'-ditio-bis-2-
nitrobenzoesavat (DTNB), 20 ul kivonatot és 1 U GR enzimet (éleszt6; Sigma-Aldrich; St.
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Louis; USA) tartalmazott foszfat pufferben (0,1 M, pH 7,5), 1 ml végtérfogatban. A GSH-

crer

(Griffith, 1980).

4.22. A glutation metabolizmusaval kapcsolatos enzimek aktivitasanak mérése

A kezeléseket kovetden 250 mg levélszovetet elhomogenizaltunk 1 ml jéghideg 100 mM
foszfatpufferben (pH 7,0), amely 1 mM PMSF-et és 1 % (m/v) PVPP-t tartalmazott.
Centrifugalast (16090 g, 20 perc, 4°C) kovetden a feliiluszot hasznaltuk fel a glutation
metabolizmusaval kapcsolatos enzimek aktivitasanak vizsgalatahoz. A mintak fehérje tartalmat
Bardford (1976) modszere alapjan mértiik meg spektrofotometriasan (KONTRON, Milano,
Olaszorszag).

A glutation-reduktaz (GR; EC 1.6.4.2) enzim aktivitisanak meghatarozasa a keletkez6
GSH mérésén alapul. A GSH 5,5’-ditio-bis-2-nitro-benzoesavval (DTNB) valo reakcioja soran
szines vegyiilet keletkezik, melynek fényelnyelését 412 nm hulldmhosszon detektalhatjuk
spektrofotométer (KONTRON, Milano, Olaszorszag) segitségével. A reakcioelegy 600 ul
fosztatpuftert (0,2 M, pH 7,0), 50 ul 2 mM NADPH-t, 50 pul 20 mM oxidalt glutationt (GSSG),
50 ul enzimkivonatot és 250 ul 3 mM DTNB-t tartalmazott. A reakciot a DTNB hozzaadaséaval
inditottuk el (Smith és mtsai. 1988). A mérés soran meghataroztuk az 1 perc alatt redukalodott
DTNB mennyiségét és 1 mg fehérjére vonatkoztatva specifikus aktivitas értéket szamoltunk
(€412 = 13,6 mmol?t cm?),

A dehidroaszkorbat reduktaz (DHAR; EC 1.8.5.1) aktivitasat Edwards és Dixon (2005)
modszerével hataroztuk meg. A mérés soran a reakcioelegyben 925 pl 100 mM foszfat
pufferhez (pH 6,5) 25 pul 0,5 mM dehidroaszkorbatot mértiink és a reakciot 50 ul 5 mM GSH-
val inditottuk el. A spektrofotométerrel 265 nm hulldmhosszon mért extinkcio valtozasbol
(KONTRON, Milano, Olaszorszag) az 1. és 2. perc kozotti értékek felhasznalasaval szamoltuk
ki az enzim aktivitasat. Az egy perc alatt keletkezett aszkorbatot umol-ban megadva fejeztiik
ki az enzimegységet (U) (€265 = 14,0 mM™* cm™).

A glutation peroxiddaz (GPOX, EC 1.11.1.9) aktivitasat Horvath és mtsai. (2015) altal
hasznalt médszer alapjan mértiik. A reakcioelegy 4 mM GSH-t, 0,2 mM NADPH-t, 0,05 U GR
enzimet (élesztd; Sigma-Aldrich; St. Louis; USA), 100 pl enzimkivonatot és 0,5 mM kumén
hidroperoxid (CHP) szubsztratot tartalmazott 100 mM foszfat pufferben (pH 7,0), 1 ml
végtérfogatban. A NADPH fogyasat 340 nm hulldmhosszon detektaltuk spektrofotométerrel
(KONTRON, Milang, Olaszorszag), és minden esetben korrigaltuk az értékeket a szubsztratot
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nem tartalmazo reakcidelegy mérésével, hogy kikiiszoboljik a nem specifikus NADPH
oxidaciot. 1 U az az enzimaktivitds, ami 1 perc alatt 1 nm6l NADPH oxidacidjara képes (€340=
6,22 mM* cm™).

A glutation transzferaz (GST, EC 2.5.1.18) enzimaktivitast egy mesterséges szubsztrat,
az 1-klor-2,4-dinitrobenzol (CDNB) segitségével hataroztuk meg (Horvath és mtsai. 2015).
A reakcidelegy 1 mM GSH-t, 100 pl enzim kivonatot és 1 mM CDNB szubsztratot tartalmazott
100 mM foszfat pufferben (pH 6,5), 1 ml végtérfogatban. Ezt kovetéen 340 nm hulldmhosszon
mértiik a CDNB-GS konjugatumok képzodését spektrofotométer segitségével (KONTRON,
Milano, Olaszorszag). 1 U az az enzimaktivitds, amely 1 perc alatt 1 nmol konjugatum

elallitasara képes (e340 = 9,6 mM™ cm™?).

4.23. A kloroplasztiszok izolalasa

Vad tipusu paradicsom novények kifejlett leveleinek 15 g-jat homogenizaltuk 30 ml jéghideg
izolacids pufferben [0,3 M szacharéz, 50 mM Tricin/NaOH (pH 7,8), 10 mM NaCl, 5 mM
MgClz, 0,2% (m/v) BSA] (Grabsztunowicz és Jackowski, 2013). A homogenizatum szlirése
utan a mintékat lecentrifugaltuk (1000 g, 7 perc, 4°C), majd a feliiluszot leontattiik, és a zold
pelletet 6vatosan 10 ml izoldlo pufferben felszuszpendaltuk. A kloroplasztisz szuszpenzidt
ezutan 40-80%-o0s Percoll gradiensre toltottiikk és lecentrifugaltuk (8000 g, 40 perc, 4°C)
(Bhattacharya és mtasi. 2020). Az ép kloroplasztiszokat a 40-80%-o0s Percoll hatarfeliiletrdl
gyljtottik Ossze, ezutan BSA-t nem tartalmazo 30 ml izolaciés pufferrel higitottuk, majd
lecentrifugaltuk (1000 g, 2 perc, 4°C). A feliiltszot eltavolitottuk, és a mosott kloroplasztisz
pelletet 6sszegylijtottiik, majd a mosasi lépést megismételtiik. A mintdkat az izolacids pufferben

jégen tartottuk a felhasznalasig.

4.24. A kloroplasztisz ROS produkciojanak detekcioja in vitro

Az izolalt kloroplasztiszok ROS produkciojat 10 uM HDCF-DA felhasznalasaval tettiik
lathatova a BSA nélkiili kloroplasztisz izolacids pufferben kontroll koriilmények kozott,
valamint 0,5 pg ml™* Tm hozzaadéaséaval, 60 percig inkubalva, 1 ml-es végtérfogatban (Podr és
mtsai. 2013). Pozitiv kontrollként Ho.O»-kezelést alkalmaztunk (az adatokat nem mutatjuk be).
A festék zold fluoreszcencidjanak intenzitasat és a kloroplasztiszok vords autofluoreszcenciajat
Zeiss Axiowert 200M fluoreszcens mikroszkoppal (Carl Zeiss Inc., Jéna, Németorszag) 20X

objektiv segitségével detektaltuk. A mintakrol digitalis fényképeket készitettiink nagy
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felbontasu digitalis kamerat felhasznalva (Axiocam HR, HQ CCD kamera; Carl Zeiss Inc.,
Jéna, Németorszag). A fluoreszcencia intenzitasat az AXIOVISION REL 4.5 szoftver
segitségével mértiik meg (Carl Zeiss Inc., Miinchen, Németorszag). Az egyes mintak

mikroszkopmezoit véletlenszertien valasztottuk ki.

4.25. A kloroplasztisz H2O- produkciéjanak detekcidja in vivo

A kontroll és a 0,5 pg ml? Tm-kezelt VT paradicsom ndvények leveleibdl készitett
levélkorongokat Leica Stellaris 5 1ézerpasztazd konfokalis mikroszképpal (Leica
Microsystems, Heidelberg, Németorszag) vizsgaltuk meg 30 perces 50 uM Amplex™ Red
(AR; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, US) oldatban tortént inkubacié utan, TRIS/HCI
puffer (pH 7,4) felhasznalasaval (Poor és mitsai. 2015). Az AR fluoreszcens jelének
detektalasdhoz 586 nm hulldmhosszu fehér fényli 1ézergerjesztést (2%-os intenzitds) és 595-
640 nm emisszids tartomanyt, a klorofill képalkotdshoz pedig 501 nm-es 1ézergerjesztést
(2%-os intenzitas mellett) és 650-750 nm-es detektalasi tartomanyt hasznaltunk egy 20X HC
PC PL APO CS2 objektiv (N.A. 0,75) alkalmazasa mellett. Végig azonos gerjesztési és
detektalasi beallitasokat haszndltunk az AR-jeldlt és a kontroll mintdk esetében. Az AR és a

klorofill megjelenités¢hez a képeket zoldre, illetve vordsre szineztiik.

4.26. Statisztikai analizis

A mért adatokat Microsoft Excel (2016) ¢és SigmaPlot 11 (Systat Software Inc., Erkrath,
Németorszag) programok segitségével dolgoztuk fel és értékeltiik ki. A kontrolltol vald
szignifikans kiilonbségeket az egyutas ANOVA varianciaanalizist kovetéen Duncan-féle
teszttel allapitottuk meg, ahol a statisztikailag szignifikéns, kiilonb6zé betlivel jelolt atlagok
P<0,05 valoszinliségi szinten térnek el egymastol. Az eredményeket atlag + standard hiba (SE)

formatumban abrazoltuk.
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4. Eredmények

4.1. A Kiilonb6z6 idépontokban alkalmazott gomba elicitor, kitozan kezelés hatasa
az SA jelatvitelére és a novények védekezésére

A kiilonb6z6 elicitorok, mint példaul a kitozan (CHT) jol alkalmazhatok a novényi korokozok
novényekre gyakorolt hatdsainak ¢és a ndvények védekezési valaszainak leirdsdhoz.
Kisérleteink soran kiilonb6z6 napszakokban, délutan 17:00 orakor fényben, este 21:00 6rakor
sOtétben és hajnal 4:00 6rakor a napfelkelte el6tt a sotétben alkalmaztuk a CHT-t a paradicsom
novények feliilrél szamitott hatodik levélemeletét lekezelve. A kontroll kezeldoldat (ecetsav,
mely a CHT olddszere) és a CHT helyi hatdsa mellett megvizsgaltuk a CHT szisztemikus
hatasat is (CHT+1), a CHT-val kezelt levélemelet feletti levelekben (a feliilrol szamitott 6todik
levélemeletet felhasznalva). A mintavételek szintén kiilonbozé napszakokban torténtek,
a kezeléseket kovetd hajnal 5:00 6rakor sotétben, majd reggel 9:00 és délutan 15:00 orakor a
fényszakaszban. Elséként az SA jelatvitel markergénjének, a paradicsom PR1 gén
expressziojanak valtozasat, valamint a CHT sztomamozgasra gyakorolt hatasat kovettiik
nyomon (6. abra).

A délutdn 17:00 orakor alkalmazott CHT kezelés hatasara masnap minden vizsgalt
idopontban nétt az SIPR1 relativ transzkript szintje lokalisan, valamint a szisztemikus
levelekben 5:00 és 9:00 orakor (6. abra A). Ezzel parhuzamosan a CHT kezelés hatasara
azonban csak a hajnali id6épontban volt lokélisan sztdmazaras kimutathat6 (6. abra B). Ezzel
szemben az este 21:00 orakor alkalmazott CHT kezelés masnap reggel 9:00 orakor okozta a
legnagyobb SIPR1 expressziot a 17:00 oras kezeléshez (6. abra A) és a tobbi mintavételi
idéponthoz képest (6. abra C). Szisztemikus hatas az SIPR1 valtozasa alapjan, ugyanebben az
iddpontban, reggel 9:00 orakor volt kimutathat6 (6. dbra C). Ugyanakkor a 21:00 érakor térténd
CHT kezelés hatasara reggel 5:00 és 9:00 orakor lokalis sztomazarddas volt mérhetd a
paradicsom novények leveleiben (6. dbra D). A hajnal 4:00 orakor végzett CHT kezelés egy
oraval késobb szignifikans SIPR1 expresszio-novekedést okozott lokalisan és szisztemikusan
is, mely novekedés csak a délutani 15:00 6rakor torténd mintavétel soran volt tapasztalhatd a
CHT-kezelt levelek esetében, lokalisan (6. dbra E). Ezzel szemben, a hajnali 4:00 6rakor
alkalmazott CHT kezelés lokalisan és szisztemikusan is gatolta a sztdbmanyitodast hajnal 5:00
€s 9:00 orakor, mely sztomazaras a szisztemikus levelekben délutan 15:00 6rakor is fennallt

(6. abra F).
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6. abra: A szalicilsav valaszgén SIPR1 relativ transzkript szintjének (A, C, E) és a
sztomaapertira méretének valtozasa (B, D, E) a kiillonb6z6 idépontokban (17:00, 21:00, 4:00)
alkalmazott gomba elicitor kitozdn (CHT) kezeléseket kovetden, vad tipusti paradicsom
noévények leveleiben mérve kiilonbozé napszakokban (5:00, 9:00, 15:00) (Atlag + SE, n=3).
A kiilonbozd betlivel jelzett oszlopok P<0,05 valoszinliségi szinteken szignifikansan
kiilonboznek egymastol a Duncan teszt alapjan (Kontroll: 1 mM néatrium-acetat puffer; CHT:
100 pg ml kitozant tartalmazé 1 mM natrium-acetat puffer; CHT+1: a CHT-kezelt levelek
felett elhelyezkedd, kezeletlen (szisztemikus) levélemelet).

A CHT hatasanak ¢és az SA jelatvitel valtozdsanak napszakfiiggd leirasa mellett
megvizsgaltuk a sotétség hatasat a CHT kezelés-okozta novényi védekezési valaszokra is.
A reggel 8:00 6rakor alkalmazott CHT kezelés szignifikansan fokozta az SIPR1 expresszidjat

lokalisan és szisztemikusan egyarant a fényben, mig az a so6tétben elmaradt (7. &bra A). Emellett
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a CHT kezelés lokélisan €s szisztemikusan is sztomazarddast indukalt a fényben, melyet

azonban a sotétség tovabb fokozott a szisztemikus levelekben (7. abra B).
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7. abra: A szalicilsav valaszgén SIPR1 relativ transzkript szintjének (A) €s a sztomaapertiira
méretének valtozasa (B) reggel 8 orakor alkalmazott gomba elicitor kitozan (CHT) kezelést
kovetden, vad tipusti paradicsom ndvények leveleiben mérve egy o6raval késébb fényben, a
normal fotoperioduson és sotétben kezelve (Atlag + SE, n=3). A kiilonbozd betiivel jelzett
oszlopok P<0,05 valosziniiségi szinteken szignifikansan kiilonboznek egymastél a Duncan
teszt alapjan (Kontroll: 1 mM natrium-acetat puffer; CHT: 100 ug ml? kitozéant tartalmazé
I mM natrium-acetat puffer; CHT+1: a CHT-kezelt levelek felett elhelyezkedd, kezeletlen
(szisztemikus) levélemelet).

A CHT altal indukélt védelmi vélaszok fényfiiggésének tovabbi vizsgalatdhoz
megmértiik a levelek ROS produkcidjat a gomba elicitor kezelést kovetden fényben €s sotétben.
A fényben torténd CHT kezelés szignifikansan fokozta a szuperoxid-gyokanion produkciot
lokalisan és még jelentdsebben a szisztemikus (CHT+1) levelekben, egy oraval a CHT
kezeléseket kovetden (8. abra A). Ez a hatas azonban a s6tétben alkalmazott CHT kezeléseknél
nem volt kimutathato6 (8. abra A).

A szuperoxid-gyokanion produkcioval szemben a levelek H20> szintje bar lokalisan
kismértékben ndtt, de nem volt szignifikdns ebben a vizsgélt iddpontban egyik levélemeletben

mérve sem (8. dbra B).
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8. abra: A szuperoxid-gyokanion produkcio (A) és H.O tartalom (B) valtozasa reggel 8 érakor
alkalmazott gomba elicitor kitozan (CHT) kezelést kdvetden, vad tipust paradicsom névények
leveleiben mérve egy oraval késobb fényben, a normal fotoperidoduson €s sotétben kezelve
(Atlag + SE, n=3). A kiilonboz6 betiivel jelzett oszlopok P<0,05 valdsziniiségi szinteken
szignifikansan kiilonboznek egymastol a Duncan teszt alapjan (Kontroll: 1 mM natrium-acetat
puffer; CHT: 100 pug ml™? kitozéant tartalmazé 1 mM natrium-acetat puffer; CHT+1: a CHT-
kezelt levelek felett elhelyezkedd, kezeletlen (szisztemikus) levélemelet).

A védekezésben szerepet jatszo fehérjék (pl.: PR) gyors és nagy mennyiségili termelése
ER stresszhez, valamint kiilonb6z6 chaperonok, mint példaul a BiP-ek aktivalodasahoz és gyors
Western blot analizissel is vizsgaltuk az SA és ROS produkciohoz is kothetd ER stressz marker
BiP mennyiségének valtozasat (9. dbra). A CHT kezelés hatasara lokalisan és szisztemikusan
is megemelkedett az SIBiP expresszidja a paradicsom novények leveleiben, mely nem fiiggott
a fény jelenlététdl vagy annak hianyatol (9. abra A). Fehérje szinten a CHT kezelés kisebb

mértékben fokozta a BiP mennyiségét, melyet a sotétség tovabb emelt (9. dbra B).
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9. abra: Az SIBIP relativ transzkript szintjének (A) és a BiP fehérje mennyiségének (B)
valtozasa reggel 8 orakor alkalmazott gomba elicitor kitozan (CHT) kezelést kdvetden, vad
tipusi paradicsom novények leveleiben mérve egy oraval késébb fényben, a normal
fotoperioduson és sotétben kezelve (Atlag + SE, n=3). A kiilonboz6 betiivel jelzett oszlopok
P<0,05 valdszinliségi szinteken szignifikansan kiilonboznek egymastol a Duncan teszt alapjan
(Kontroll: 1 mM natrium-acetat puffer; CHT: 100 ug ml? kitozant tartalmaz6 1 mM natrium-
acetat puffer; CHT+1: a CHT-kezelt levelek felett elhelyezkedd, kezeletlen (szisztemikus)
levélemelet).

4.2. Az SA Kkezelések fényfiiggo hatasa a ROS metabolizmusra

Vizsgélataink elsd 1épéseként megnéztiik, hogy az exogén modon alkalmazott SA kezelések
(0,1 és 1 mM) hogyan befolyésoltak az endogén szabad és kotott SA tartalmakat a paradicsom
novények leveleiben az 1d6 fliggvényében, a nappali fény jelenlétében a normal fotoperidduson
¢és annak hianyaban, sotétben (10. abra). Méréseink alapjan a szabad SA tartalom 0,06+0,01 ug
g FT volt a megvilagitott kontroll levelekben, ami a s6tétben nem valtozott meg szignifikdnsan
az els6 24 ordban (10. dbra A). Hasonldan nem valtozott szignifikdnsan a kotott és teljes SA
tartalom a kontroll levelekben (10. abra B, C). Ugyanakkor a 0,1 mM SA kezelés hatasara a
szabad ¢és a teljes SA tartalom is kozel szazszoroséara nétt a paradicsom novények leveleiben
(10. abra A, C). A sotétben az SA szintek késobb emelkedtek, 6 ora elteltével a fényben tortént
kezelések hatasdra szignifikdnsabban nagyobb értékeket mutattak a sotétben végzett
kezelésekhez képest, de az SA-tartalom mar nem valtozott 24 dra elteltével a kétféle kornyezeti
koriilmény kozott (10. abra A-C). A 0,1 mM SA kezeléssel ellentétben, az 1 mM SA-val végzett

kisérletek tobb mint ezerszeresére novelték az SA szinteket a kontrollhoz képest (10. dbra A-

55



C). Erdekes modon a sotétben alkalmazott 1 mM SA hatasara 6 ora elteltével magasabb
endogén SA koncentraciok voltak kimutathatok (10. abra A-C), ami a 24. érara kiegyenlitodott,
igy a kétféle koncentracioju SA kezelés hatdsaban a 24. 6rara mar nem volt szignifikans
kiilonbség tapasztalhatd az endogén szabad és Osszes SA mennyisége kozott a normal

fotoperidduson és a sotétben tortént SA kezelések utan.
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10. abra: Az endogén szabad (A), kotott (B) és Osszes (C) szalicilsav (SA) tartalom valtozasa
vad tipusu paradicsom ndvények leveleiben kontroll koriilmények kozott, valamint 1, 6 és
24 o6raig tartd 0,1 és 1 mM SA kezeléseket kdvetden fényben, a normal fotoperioduson és
sotétben kezelve (Atlag + SE, n=3). A kiilonbdz6 betiivel jelzett oszlopok P<0,05 valdsziniiségi
szinteken szignifikansan kiilonbdznek egymastol a Duncan teszt alapjan.
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Az SA kezelések novényekre gyakorolt letalis hatasat az ionkieresztés ¢és a
lipidperoxidéaci6é valtozésai alapjan detektaltuk (11. &bra). A levelek ionkieresztésének
novekedése a sejtmembranok integritasanak kérosodasara utal, melyet az 1 mM SA kezelések
mar a 6. 6ratol kezddédoen jelentdsen fokoztak (11. abra A). Az 1 mM SA kezelés szignifikansan
nagyobb ionkieresztést, azaz nagyobb mértékii sejtpusztulast okozott a 24. éraban a kontrollhoz
képest, mely jelentésen magasabb volt a fényen torténd SA kezeléseket kovetden, mint a
sotétben (11. abra A). Ezzel szemben a 0,1 mM SA kezelések nem okoztak szignifikans
valtozast a levelek ionkieresztésében az elsé 24 oraban a kontrollhoz képest (11. abra B).

A paradicsom ndvények leveleiben mért lipidperoxidacié az MDA tartalom valtozasa
alapjan az ionkieresztéshez hasonléan véltozott, azaz az 1 mM SA kezelések hatdsara mar a
kezeléseket kovetd 6. oraban ndtt, a maximumat pedig a 24. 6raban, a fényben tortént SA
kezelések esetében mértiik (11. dbra B). Ezzel szemben a 0,1 mM SA kezelés hatdsdra nem volt
szignifikans valtozas kimutathaté az MDA akkumulédcioban a 24 6ra elteltével egyik kdrnyezeti

tényez6 mellett sem (11. abra B).
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11. abra: Az ionkieresztés (A) és az MDA tartalom (B) valtozasa vad tipust paradicsom
novények leveleiben kontroll koriilmények kozott, valamint 1, 6 és 24 oraig tartd 0,1 és 1 mM
SA kezeléseket kovetéen fényben, a normél fotoperidduson és sotétben kezelve (Atlag = SE,
n=3). A kiilonbo6z6 betlivel jelzett oszlopok P<0,05 valdszintiségi szinteken szignifikdnsan
kiilonboznek egymastol a Duncan teszt alapjan.
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Az életképességet ¢és a lipidperoxidaciot meghatdroz6 ROS koéziil a szuperoxid-
gyokanion produkciot és a HoO» tartalmat vizsgaltuk az SA kezeléseket kdvetden a kétféle
kornyezeti koriilmény kozott a paradicsom ndvények levelében az elsé 24 6raban (12. abra).
A szuperoxid-gyokanion produkcié mar a kezelést kovetd 1. oraban szignifikansan nétt
maximumot az 1 mM SA kezelés hatasara a fényben (12. dbra A). A 24. oréara csak az 1 mM
SA kezelések indukaltak szignifikans szuperoxid-gydkanion produkciot a paradicsom
novények levelében, mely nem kiilonbozott szignifikansan a fényen vagy sotétben tortént SA
kezelések esetében (12. abra A).

A Hy0O; tartalom a 6. 6raban az 1 mM SA kezelés hatasara ndtt meg szignifikdnsan a
sOtétben (12. abra B). A 24. 6raban az 1 mM SA névelte a legnagyobb mértékben a levelek
H20; tartalmat, melyet a 0,1 mM SA kezelés is szignifikansan fokozott a kontrollhoz képest a
fényen (12. abra B). Megallapithato, hogy fényben, a normal fotoperiddus mellett alkalmazott
SA kezelések szignifikdnsabban magasabb H.O: tartalmat eredményeztek a ndvények
leveleiben a sotétben végzett kezelésekhez képest (12. dbra B).
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12. abra: A szuperoxid-gyokanion produkcioé (A) és H20» tartalom (B) valtozasa vad tipusa
paradicsom novények leveleiben kontroll koriilmények kozott, valamint 1, 6 és 24 6rdig tartd
0,1 és 1 mM SA kezeléseket kovetden fényben, a normal fotoperidduson ¢€s sotétben kezelve
(Atlag = SE, n=3). A kiilonboz6 betiivel jelzett oszlopok P<0,05 valdsziniiségi szinteken
szignifikansan kiillonbdznek egymastol a Duncan teszt alapjan.
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A ROS metabolizmusaban szerepet jatszo fobb enzimek és az dket kodolo gének koziil
els6ként a NADPH-oxidaz aktivitdsat vizsgaltuk meg az SA kezeléseket kovetden az id6
fliggvényében. Eredményeink alapjan megallapithato, hogy az 1 mM SA kezelés szignifikdnsan
fokozta a NADPH-oxidaz aktivitasat mar a kezeléseket kovetd els6 oraban a fényen, mely a
kontrollhoz képest magasabb volt a 6. és 24. 6raban is (13. dbra). Hasonloan, a 0,1 mM SA
kezelés is fokozta a NADPH-oxidaz aktivitasat a kontrollhoz képest a 6. és 24. 6raban a fényben

tortént kezelések hatasara (13. abra).
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13. abra: A NADPH-oxiddz aktivitdsdnak valtozasa vad tipust paradicsom ndvények
leveleiben kontroll koriilmények kozott, valamint 1, 6 €s 24 oraig tarté 0,1 és 1 mM SA
kezeléseket kovetden fényben, a normal fotoperidoduson és sotétben kezelve. Az itt lathatod
adatok egy reprezentativ kisérlet eredményei, a vizsgalatokat harom alkalommal ismételtiik
meg.

A ROS metabolizmusaban szerepet jatszé fobb enzimatikus antioxidansok koziil
kovetden fényben és sotétben, mely enzim segitségével a szuperoxid-gydkanion hidrogén-
peroxidda alakul (14. abra A). A SOD aktivitdsat az 1 mM SA kezelés mar az elsé 6rdban
fokozta a fényben, mely a 24. o6raban is szignifikdnsan magasabb volt a kontrollhoz képest a
normal fotoperiéduson mérve (14. abra A). Erdekes moédon az enzim aktivitdsa mindkét
alkalmazott SA kezelés hatasara csokkent a kezelés 6. 6rajaban a fényben, azonban a 24. 6rara
a 0,1 mM SA kezelés is fokozta a kontrollhoz képest a fényben (14. dbra A).

A SOD aktivitasara gyakorolt SA hatassal szemben a H20: eliminalasaban szerepet
jatsz6 KAT enzim aktivitdsa mindkét SA kezelés hatisara csokkent a 24. 6rdban a kontrollhoz

képest (14. abra B). Az enzim aktivitasa a 0,1 mM SA kezelés esetében mar a 6. draban is
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szignifikansan alacsonyabb volt a kontrollhoz képest a fény jelenlététdl vagy hidnyatol
fiiggetlentil (14. dbra B).

A KAT enzimhez képest a masik H202-ot lebont6d enzim, az APX aktivitdsa az SA
kezeléseket koveto elsd oraban csokkent a sdtétben, mig egyediil az 1 mM SA kezelés hatasara
nott szignifikansan a 24. 6radban a fényben, mely ndvekedés a sotétben elmaradt (14. dbra C).

A H202 lebontasaban ugyancsak kitiintetett szereppel bird6 POD aktivitasa az els6 éraban
kismértékben fokozddott az 1 mM SA kezelés hatasara a fényben, viszont a legjelentdsebb
novekedés az 1 mM SA kezelés 24. 6rajaban volt mérhetd a fényen tortént kezelést kovetden
(14. abra D). Ugyanakkor a s6tétben alkalmazott 1 mM SA kezelés is szignifikdnsan fokozta a
POD aktivitasat a 24. éraban a kontrollhoz képest (14. abra D). A 0,1 mM SA kezelést kdvetden
szintén szignifikains POD enzimaktivitas fokozodas volt tapasztalhato 24 ora elteltével a
paradicsom nodvények levelében, mely a fényben jelentésebb volt a sotétben tortént

kezelésekhez képest, viszont kisebb mértéki az 1 mM SA kezeléssel Osszehasonlitva

(14. ébra D).

80
A B [ Kontroll fény

771 Kontroll sétét [ 160
[ 0,1 mM SA fény
[ZA 0,1 mM SA sotét |
N 1 mM SA feny
EBZE 1 mM SAsotét |

a
bp b
bc
o3 ¢ Cc c c
€ ¢
4 ddgd
D a
beg BS pcbd
&iC . cfilc
c
Ced <
e e e
Tk %
6 1 6
)

60 1

a
a
40 A ab b
C c

d b
%d
deT = d

SOD enzimaktivitas
(U mg fehérje™)
KAT enzimaktivitas
(U mg fehérje™)

20

- 160

250
I 140

200 F 120

o
=3

150 4
- 80

100 - L 60

POD enzimaktivitas
(U mg fehérje™)

- 40

APX enzimaktivitas
(U mg fehérje™)

50 4
F 20

24

Id6 (6ra

14. abra: A szuperoxid-dizmutaz (SOD; A), katalaz (KAT; B), aszkorbat-peroxidaz (APX; C)
és a gvajakol-peroxidaz (POD; D) aktivitds valtozasa vad tipusti paradicsom ndvények
leveleiben kontroll koriilmények kozott, valamint 1, 6 és 24 oraig tarté 0,1 és 1 mM SA
kezeléseket kovetéen fényben, a normaél fotoperidduson és sotétben kezelve (Atlag + SE, n=3).
A kiilonbozd betlivel jelzett oszlopok P<0,05 valoszinliségi szinteken szignifikansan
kiilonboznek egymastol a Duncan teszt alapjan.
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A ROS metabolizmusaban szerepet jatszo enzimeket kddold gének koziil elséként a
NADPH-oxidazt kodolé SIRBOH1 génre gyakorolt id6-, fény- és koncentraciofiiggd SA-hatast
fokozodott a fényben, mar az SA kezeléseket kovetd elsé oraban (15. abra). Emellett mindkét
koncentracidban alkalmazott SA kezelés hatasara szignifikansan n6tt az SIRBOH1 gén relativ

transzkript szintje a 24. 6raban a kontrollhoz képest, kiilondsen a fényen (15. dbra).
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15. abra: A NADPH-oxidaz enzimet kodolo paradicsom SIRBOHL1 gén relativ transzkript
szintjének valtozasa vad tipusu paradicsom novények leveleiben kontroll koriilmények kozott,
valamint 1, 6 és 24 o6rdig tartd 0,1 és 1 mM SA kezeléseket kdvetden fényben, a normal
fotoperioduson és sotétben kezelve (Atlag + SE, n=3). A kiilénboz6 betiivel jelzett oszlopok
P<0,05 valoszinliségi szinteken szignifikansan kiilonbdznek egymastdl a Duncan teszt alapjan.

A SOD enzim izoformai szdmos sejtorganellumban eléfordulnak, befolyasolva ezek
ROS metabolizmusat. Méréseink soran a mitokondrialis SIMnSOD, valamint a kloroplasztikus
SIFeSOD ¢és SICu/ZnSOD paradicsom gének expresszidjat is megvizsgaltuk a kiilonb6zo
(16. abra). Az SIMnSOD expresszioja a kezelést kovetd 6. oraban a 0,1 mM SA kezelés hatasara
a fényen csokkent, mig az 1 mM SA kezelést kovetden a sdtétben nétt (16. abra A). Ugyanakkor
a legjelentdsebb valtozas 24 ora elteltével volt detektalhato az 1 mM SA kezelés esetében, mely
szignifikansan fokozta az SIMnSOD relativ transzkript szintjét a kontrollhoz képest a fényben
(16. abra A).

Az SIFeSOD expresszioja az 1 mM SA kezelést koveten csokkent a fényben, majd a
24. 6rara nem valtozott szignifikdnsan a kontrollhoz képest (16. dbra B). Szintén csokkent az

SIFeSOD gén relativ transzkript szintje a 6. 6raban a 0,1 mM SA kezelés hatasara, ugyanakkor
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ebben az idépontban a sotétség a kontrollban fokozta azt a fényben mért expresszidhoz képest
(16. 4bra B).

A paradicsom SOD gének koziil az SA kezelések hatasara a legjelentdsebben az
SICu/ZnSOD expresszidja valtozott. A gén alap expressziojat a sotétség fokozta a kontroll
novények leveleiben minden idépontban (16. dbra C), azonban a legjelentésebben az 1 mM SA
kezelés novelte azt a 6. és 24. ordban, mely a fényen tortént kezeléseket kdvetéen mutatkozott
magasabbnak (16. abra C). Ezzel szemben a 0,1 mM SA kezelés hatdsara nem detektaltunk
szignifikans valtozast a gén kifejezddésében (16. abra C).
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16. abra: A szuperoxid-dizmutaz (SOD) enzimet kddolo paradicsom SIMnSOD (A), SIFeSOD
(B) és SICu/ZnSOD (C) gének relativ transzkript szintjének valtozasa vad tipusu paradicsom
novények leveleiben kontroll koriilmények kdzott, valamint 1, 6 €s 24 6réig tartd 0,1 és 1 mM
SA kezeléseket kovetéen fényben, a normél fotoperioduson és sotétben kezelve (Atlag = SE,
n=3). A kiilonb6zd betiivel jelzett oszlopok P<0,05 valdszinliségi szinteken szignifikdnsan
kiilonboznek egymastol a Duncan teszt alapjan.
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A paradicsom genomjaban kodolt harom KAT gén koziil az SIKAT1 expresszioja az SA
kezelések elsd ordjaban kismértékben nétt a kontrollhoz képest, mely a 6.6raban a cirkadian
ritmusnak megfelelden alapbdl magasabb kontroll szinthez képest gatlodott az SA kezelések
hatasara a fényen (17. abra A). Az SIKAT1 gén relativ transzkript szintje a 24. 6raban az
alkalmazott SA koncentraciok fiiggvényében nott a kontrollhoz képest a fényben (17. abra A).

Az SIKAT?2 expresszioja jelentdsen nem valtozott az SA kezelések hatasara, csupan a 6.
oraban a sotétben tortént SA kezelések hatasara fokozddott kismértékben a kontrollhoz képest,
mig a 24. 6raban csokkent (17. abra B).

Az SIKAT3 relativ transzkript szintje mindkét alkalmazott SA kezelés hatisara a
6. 6raban lecsokkent, mely a 0,1 mM SA kezelés hatdsara a 24. 6raban is megfigyelhetd volt a
kontrollhoz képest (17. abra C). Az SIKAT3 gén expresszidja az SA hatasara a sotétben
szignifikansan alacsonyabb volt a 6. és 24. 6rdban a fényben mért kontrollhoz képest (17. dbra

Q).
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17. abra: A katalaz (KAT) enzimet kodolo paradicsom SIKAT1 (A), SIKAT2 (B) és SIKAT3
(C) gének relativ transzkript szintjének valtozasa vad tipusu paradicsom novények leveleiben
kontroll koriilmények kozott, valamint 1, 6 €s 24 oraig tartdo 0,1 és 1 mM SA kezeléseket
kovetden fényben, a normadl fotoperidduson és sotétben kezelve (Atlag + SE, n=3). A kiilonb6z6
betlivel jelzett oszlopok P<0,05 valosziniiségi szinteken szignifikdnsan kiilonboznek egymastol
a Duncan teszt alapjan.
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A citoszolikus lokalizaltsagu két APX izoenzimet kddol6 paradicsom gén expresszidjat
esetében a 6. és 24. 6rdban a fényben (18. dbra A). Az 1 mM SA kezelés azonban joval nagyobb
mértékben fokozta az SIAPX1 relativ transzkript szintjét a 0,1 mM SA kezeléshez képest a
fényben (18. abra A). Az SIAPX1 kifejezddése a 24. draban erdteljes fényfliggést mutatott, az

SA hatésara a sotétben nem valtozott szignifikansan a kontrollhoz képest (18. abra A).
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Az SIAPX1 génhez hasonldan valtozott az SIAPX2 gén kifejez6dése az 1 mM SA
kezelések hatasara az els¢ oraban megfigyelhetd csokkenést kdvetden, azonban az SIAPX2
relativ transzkript szintjében bekovetkezd valtozas fényfiiggése mar a 6. 6raban megfigyelhetd
volt, ahol a sotétben végzett 1 mM SA kezelés kisebb mértékben indukalta a gén expressziojat
a fényben tortént kezelésekhez képest, hasonloan a 24. o6raban mértekhez (18. abra B).
A 0,1 mM SA kezelések ugyanakkor csak a 24. oraban fokoztak az SIAPX2 expresszidjat a

fényen, mely valtozas a sotétben tortént kezelések esetében elmaradt (18. abra B).
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18. abra: Az aszkorbat-peroxidaz (APX) enzimet kodolo paradicsom SIAPX1 (A) és SIAPX2
(B) gének relativ transzkript szintjének valtozasa vad tipusu paradicsom novények leveleiben
kontroll koriilmények kozott, valamint 1, 6 és 24 6raig tartd 0,1 és 1 mM SA kezeléseket
kovetden fényben, a normal fotoperioduson és sotétben kezelve (Atlag + SE, n=3). A kiilonb6z6
betlivel jelzett oszlopok P<0,05 valosziniiségi szinteken szignifikdnsan kiilonboznek egymastol
a Duncan teszt alapjan.

4.3. Az SA Kkezelések fényfiiggd hatasa a fotoszintetikus aktivitisra és a
kloroplasztiszokra

Vizsgalataink masodik lépéseként megnéztiik a kiilonboz6 koncentracidban alkalmazott SA

kezelések fényfiiggd hatisat a fotoszintetikus aktivitdsra és a kloroplasztiszokra, melyek
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jelentdsen befolyasoljak a ROS metabolizmust. A kezeléseket kdveto 24 ora elteltével elsOként
a PSII maximalis kvantumhatasfokat (Fv/Fm) analizaltuk, mely nem valtozott szignifikansan a
0,1 mM SA-val tortént kezelés hatasara, de szignifikansan csokkent az 1 mM SA kezelést
kovetden mind a fényen, mind pedig a s6tétben (19. dbra A). Ugyanakkor a s6tétadaptalt levelek
minimalis (Fo) ¢és maximalis (Fm) fluoreszcencidjanak paraméterei nem valtoztak
szignifikansan az SA kezelések hatasara egyik kornyezeti koriilmény kozott sem (19. abra B-
C). Ezzel szemben a 24 oras fényhiany enyhe csokkenést okozott a PSII reakcidcentrumok
nyitott allapotu frakcidjanak (qrL) esetében, ami szignifikans volt a 0,1 mM SA kezelés alatt.
Erdekes modon ez a qL csokkenés nem volt megfigyelheté a magasabb, 1 mM SA koncentracio

esetében (19. dbra D).
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19. abra: A PSII maximalis kvantumhatasfokanak (Fv/Fm; A), a s6tétadaptalt levelek minimalis
fluoreszcencidjanak (Fo; B), a sotétadaptalt levelek maximalis fluoreszcencidjanak (Fm; C), €s
a PSII reakciocentrumok nyitott allapota frakciojanak (qu; D) valtozasa vad tipust paradicsom
novények leveleiben kontroll koriilmények kozott, valamint 24 6rdig tarté 0,1 és 1 mM SA
kezelést kovetéen fényben, a normal fotoperioduson és sotétben kezelve (Atlag + SE, n=4).
A kiilonbozd betlivel jelzett oszlopok P<0,05 valdszinliségi szinteken szignifikansan
kiilonboznek egymastol a Duncan teszt alapjan.

A tobbi, fotoszintetikus aktivitast leird paramétert vizsgalva a PSII effektiv
kvantumhatasfoka [Y(II)] valamivel alacsonyabb volt a sotétben tartott kontroll levelekben,

mint a vildgosban tartott kontrolloknal, a koztiik 1€v6 kiilonbség azonban nem volt szignifikans
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(20. abra A). A Y(II) azonban csokkend tendenciat mutatott az alkalmazott SA koncentraciok
novekedésével mind fényben, mind pedig a sététben, ami mar az 0,1 mM SA kezelés esetében
IS szignifikans volt a sotétben (20. abra A). Ez azonban még erédteljesebb volt az 1 mM SA
kezelés hatdsara, ahol a Y(II) csokkenése szignifikans volt a kontrollhoz és a fényben 0,1 mM
SA-val kezelt novényekhez képest is (20. abra A).

A mérések soran a PSI kvantumhatésfoka [Y(I)] hasonld tendencidkat mutatott mint a
Y(I), azaz a 0,1 mM SA kezelés hatasara csak a sotétben, mig az | mM SA kezelést kdvetden
mindkét kdrnyezeti koriilmény kozott szignifikansan csokkent a kontrollhoz képest (20. abra
B).

A szabdlyozatlan energia disszipaci6 kvantumhatasfoka [Y(NO)] az 6sszes SA kezelés
esetében enyhe ndvekedést mutatott a fényen tartott kontrollhoz képest, de csak az 1 mM SA
kezelés esetében volt szignifikdnsan magasabb a kontrollnal (20. abra C), mig a s6tétben tortént
SA kezelések esetében mar a 0,1 mM SA kezelést kovetden is szignifikdnsan nétt az értéke
(20. abra C).

A Y(NO) mellett a szabalyozott energia disszipacié kvantumhatasfoka Y[(NPQ)]
szintén novekvd tendencidt mutatott az SA 24 O6rds alkalmazasat kovetéen a normal
fotoperidduson tartott kontroll novények leveleihez képest (20. dbra E). A 0,1 mM SA kezelés
szintén szignifikans Y(NPQ) ndvekedést okozott a sdtétben a fényben tartott kontrollhoz képest
(20. abra E). Habar az 1 mM SA kezelés hatdsara a Y(NPQ) ndvekedése mindkét kdrnyezeti
feltétel mellett szignifikdns volt, nem volt szignifikans kiilonbség megfigyelhetd a fényben
vagy sotétben 1 mM SA-val kezelt levelek kozott (20. abra E).

A PSI donor oldali limitacidjabol fakadé nem-fotokémiai kioltds kvantumhatasfokanak
[Y(ND)] valtozasa ugyanazt a trendet kovette, mint a Y(NPQ): az 1 mM SA kezelés hatasara
mindkét kdrnyezeti feltétel mellett szignifikdnsan nétt, mig a 0,1 mM SA alkalmazasa csak a
sotétben emelte a Y(ND) értéket (20. abra D).

A Y(ND) értékekkel szemben a PSI akceptor oldali limitacidjabol fakadé nem-
fotokémiai kioltds kvantumhatasfoka [Y(NA)] enyhén csokkent a 0,1 mM SA expozicio
hatasara, mely szignifikans volt a magasabb, 1 mM SA koncentracional mind a fényen, a
normal fotoperidduson, mind pedig a s6tétben alkalmazott kezelések esetében (15. abra F).
Az 1 mM SA kezelés-okozta Y(NA) csokkenés azonban jelentdsebb volt a normal

fényviszonyok mellett a kontrollhoz képest a kezelt levelekben, mint a s6tétben (20. abra F).
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20. abra: A PSII effektiv kvantumhatasfokanak [Y(II); A], a PSI kvantumhatasfokanak [Y(I);
B], a szabalyozatlan energia disszipacio kvantumhatasfokanak [Y(NO); C], a PSI donor oldali
limitaci6jabol fakadd nem-fotokémiai kioltas kvantumhatésfokénak [ Y(ND); D], a szabalyozott
energia disszipacid kvantumhatasfokanak [Y(NPQ); E], és a PSI akceptor oldali limitaciojabol
fakadé nem-fotokémiai kioltds kvantumhatdsfokédnak [Y(NA); F] valtozasa vad tipusu
paradicsom ndvények leveleiben kontroll koriilmények kozott, valamint 24 oraig tartd 0,1 és
1 mM SA kezelést kovetéen fényben, a normaél fotoperidduson és sotétben kezelve (Atlag + SE,
n=4). A kiilonboz6 betiivel jelzett oszlopok P<0,05 valosziniiségi szinteken szignifikdnsan
kiilonboznek egymastol a Duncan teszt alapjan.

A fényen tartott kontroll ndvényekhez képest a sotétben tartott kontroll ndvények
leveleiben a PSI koriili ciklikus elektronaramlas kvantumhatasfoka [Y(CEF)] és a
Y(CEF)/Y(II) is enyhén nétt (21. abra). A Y(CEF) szignifikdnsan megemelkedett a 0,1 mM SA
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kezelés hatdsara mind a vildgosban, mind a sotétben tartott kontrollokhoz képest (21. abra A),
mig a Y(CEF)/Y(II) a s6tétben tortént 0,1 mM SA kezelés hatdsara n6tt szignifikansan (21. dbra
B). Az 1 mM SA kezelés azonban csak a normal fényviszonyok mellett indukalta szignifikansan
a Y(CEF) és Y(CEF)/Y(II) értékeket (21. abra). Erdekes modon ez azt jelenti, hogy a Y(CEF)
sOtét inkubacioval torténd fokozasa a magasabb SA koncentracio alkalmazasa mellett megsziint

(21. édbra A). Hasonl6 tendenciak figyelhetok meg a Y(CEF)/Y(II) esetében is (21. dbra B).
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21. abra: A PSI koriili ciklikus elektrondramlas (CEF) kvantumhatasfokanak (Y) mértéke
[Y(CEF); A] és a Y(CEF)/Y(II) (B) véltozasa vad tipusu paradicsom ndvények leveleiben
kontroll koriilmények kozott, valamint 24 oraig tartd 0,1 és 1 mM SA kezelést kdvetéen
fényben, a normal fotoperioduson és sététben kezelve (Atlag + SE, n=4). A kiilonb6z6 betiivel
jelzett oszlopok P<0,05 valosziniiségi szinteken szignifikdnsan kiilonboznek egymadstol a
Duncan teszt alapjan.

A fotoszintetikus pigmentek mennyiségében azonban az 1 mM SA kezelések nem
okoztak szignifikans csokkenést, ellenben novelték a levelek Kklorofill a+b (22. abra A) és
karotinoid (22. abra B) tartalmat a paradicsom novények leveleiben 24 6ra elteltével normal
fotoperiodus mellett a kontrollhoz képest. Ugyanakkor a fotoszintetikus pigmentek nem

valtoztak szignifikdnsan a sotétben alkalmazott SA expozicidk hataséara (22. 4bra).
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22. abra: A Kklorofill a+b (A) és a karotinoidok (B) tartalmanak valtozasa vad tipust
paradicsom novények leveleiben kontroll koriilmények kozott, valamint 24 6raig tartd 0,1 és
1 mM SA kezelést kdvetden fényben, a normal fotoperiéduson és sotétben kezelve (Atlag + SE,
n=6). A kiilonboz6 betiivel jelzett oszlopok P<0,05 valdszinliségi szinteken szignifikansan
kiilonboznek egymastol a Duncan teszt alapjan.

Megvizsgaltuk az SA kezelések hatasat a fotoszintézis kulcstermékeire, a keményitd- és
oldhaté cukortartalom véaltozasara 24 ora elteltével mindkét kornyezeti koriilmény mellett a
paradicsom novények leveleiben (23. dbra). A keményit6 és az oldhat6 cukrok felhalmozodasa
jelentdsen csokkent a levelekben a 24 6rés sotét inkubacio hatasara (23. dbra). Az SA kezelések
az alkalmazott koncentraciok fiiggvényében fokozatos csokkenést okoztak a levelek
keményitdtartalmaban (23. dbra A), és ezzel parhuzamosan az 1 mM SA kezelés novelte az
oldhaté cukortartalmat a normal fotoperidoduson tartott levelekben (23. dbra B). Nem volt
azonban szignifikans kiilonbség kimutathat6 a levelek keményitd- és oldhatd cukortartalméaban

a sOtétben végzett SA kezelések esetében (23. 4bra).
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23. abra: A keményitd (A) és az oldhatd cukrok (B) tartalmanak valtozasa vad tipust
paradicsom ndvények leveleiben kontroll koriilmények kozott, valamint 24 oraig tarto 0,1 és
1 mM SA kezelést kovetden fényben, a normal fotoperioduson és sotétben kezelve (Atlag + SE,
n=6). A kiilonbozd betiivel jelzett oszlopok P<0,05 valosziniiségi szinteken szignifikdnsan
kiilonboznek egymastdl a Duncan teszt alapjan.
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hatasanak kimutatdsara transzmisszids elektronmikroszkopos felvételeket (TEM) készitettiink.
A vilagosban vagy sotétben tartott kontroll ndvények paliszadd parenchiméjaban talalhato
kloroplasztiszok csak kismértékii és jol ismert citologiai eltéréseket mutattak a vizsgalt
sejtszervecske alakjaban és szerkezetében (pl.: a granumok szélessége, a plasztiszok teriilete)
(24. abra A-B). A fényben tartott kontroll ndvények leveleibdl szarmazo kloroplasztiszok
keményitdszemcséket tartalmaztak (24. abra A), de ezek csak ritkdn talalhatok meg a sététben
tartott kontroll ndvények esetében (24. abra B). A 0,1 mM SA kezeléshez képest az 1 mM SA-
val kezelt novények leveleiben a kloroplasztiszok elvesztették normal szerkezetiiket, gdmb
alaktiak, hossztkasak vagy ivesek voltak (24. abra C). Emellett a tilakoid membréanok tagulasat,
tilakoid vezikuldk megjelenését és hosszu, hullimos, deformalt lumeneket figyelhetiink meg az
1 mM SA-val kezelt, fényen tartott novények leveleiben (24. dbra D). Ezzel szemben az 1 mM
SA kezelés a kloroplasztiszok vakuolizacidjat idézte eld, de a lumenben nem okozott jelentds

deformaciot sotét koriilmények kozott (24. abra E).

24. abra: Reprezentativ transzmisszios elektronmikroszkopos (TEM) felvételek a kifejlett vad
tipusu paradicsomlevelek paliszad parenchima sejtjeiben talalhatd kloroplasztiszokrdl 24 oras
fényben vagy sotétben tortént 1 mM SA kezeléseket kdvetden. A: Normal szervezddésii és
szerkezetl kloroplasztisz fényben, normal fotoperidduson tartott kontroll novények levelében.
B: Kloroplasztisz a s6tétben tartott kontroll novények levelében. C: Kloroplasztiszok a fényen
tortént 1 mM SA-val kezelt novények leveleiben, ahol néhany kloroplasztisz karosodott.
D: Kloroplasztiszok nagy nagyitasa a fényen tortént 1 mM SA-val kezelt ndvények leveleiben,
ahol hullamos grana- és sztromatilakoidok figyelhetok meg (nyilak). E: Kloroplasztisz a
sotétben tortént 1 mM SA-val kezelt novények leveleiben (E: kloroplasztisz burok; G: granum;
P: plasztoglobulus, S: keményitészemcse, T: tilakoidok). Mérce = 500 nm.
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A TEM-es felvételek elemzése soran eldszor a kloroplasztiszok teriiletét vizsgaltuk,
mely szignifikdnsan nagyobb volt a fényen tartott kontroll mintdkban, mint a 24 6ras sotét
inkubaciot kovetden (25. abra A). A kloroplasztiszok teriilete a keményitdszemcsék jelenlététol
is fiiggott, amelyek leginkabb a normal fotoperiodus mellett voltak megfigyelhetok a
mintdkban. Ugyanakkor az SA kezelések szignifikansan csokkentették a levelek
fliggvényében (25. abra B). A kloroplasztiszok terlilete és a keményitOszemcsék szama
jelentdsen kisebb volt a sotétben kezelt novények esetében a fényen tartott kontrollhoz képest,
¢és csak csekély valtozast mutatott az SA kezelések soran (25. abra A-B). A 24 6ras sotét-
inkubéacio jelentésen megndvelte a kloroplasztiszok granumainak magassagat és emellett a
kontroll névények kloroplasztiszaban a granumszélesség csokkenését indukalta (25. dbra C-D).
A kloroplasztiszok granumaiban bekovetkezd valtozésokat a granumok magassaganak és
szélességének ardnyaban is vizsgaltuk (25. dbra E). Az SA kezelések mindkét paramétert
fokozatosan csokkentették az alkalmazott koncentraciok fiiggvényében, ami jelentdsebb volt a
sotétben SA-kezelt novények kloroplasztiszai esetében (25. abra C-D). A granumok
magassagaval ellentétben az SA kezelések novelték a lumen magassagat, de ez csak fényben

volt megfigyelhet6 (25. abra F).

72



20 5
a
= B - —— Fény o
g m— SOt |, £
o 15+ )
s b a 3
k5 0 13 8
X 10t 5
2 {2 2
B : b 2
(1] =
— 5t ‘O
s 11 €
S d d d 8
X c
. . aa |,
__o08f€ D {08
Et a b \%
© Cc []
S 06 s 106 %
» b @
& @
& - d d ‘©
g 047 e f 104 N
X X
[o] e [e]
£ o £
g 02t 102 2
o (0]
o 0.0 E E 0.0
3
3 e
9 15 a 1015 2
Q a (0]
g 1
3 &
@ 10} 1010 g
=2 b c c b o
® d d =
£ c 5
S 05} d d d 1005 £
1S S
o =
& .
O o0 0.00
Kontroll 0,1 mM SA 1 mM SA Kontroll 0,1 mM SA 1 mM SA
Kezelések

25. abra: A kloroplasztiszok teriiletének (A), a keményit6szemcsék szamanak (B), a granumok
magassaganak (C), a granumok szélességének (D), a granumok magassaga és szélessége
aranyanak (E), és a lumen magassaganak (F) valtozdsa vad tipust paradicsom ndvények
leveleiben talalhatd paliszad parenchima sejtekben vizsgalva kontroll koriilmények kozott,
valamint 24 6rdig tartd 0,1 és 1 mM SA kezelést kovetden fényben, a normal fotoperidéduson
és sotétben kezelve (Atlag + SE, n=10). A kiilonbozé betiivel jelzett oszlopok P<0,05
valosziniiségi szinteken szignifikdnsan kiilonboznek egymastol a Duncan teszt alapjan.

4.4. A hexokinazok és szerepiik az SA-indukalta mitokondrialis ROS
produkcioban

Munkank soran megvizsgaltuk a cukrok metabolizmusaban €és a mitokondrialis PCD gatlasdban

is szerepet jatsz6 hexokinazok (HXK) szerv- és fényfiiggd mitkodését. A HXK gliikkdzfliggo
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specifikus aktivitasa levélemelet- €és fotoperidodus-fiiggd valtozast mutatott a paradicsom
novényekben (26. abra). Normal fotoperioduson a legjelentdsebb enzimaktivitas valtozasokat
a kifejlett levelekben figyeltiik meg, ahol a legmagasabb szintet mutatta a HXK aktivités a tobbi
levélemelethez képest, elsdsorban a fényperiddus masodik harmadatol kezdddden (26. abra A).
Ehhez hasonlo, de kevésbé hangsulyos tendenciak figyelhetok meg a normal fotoperioduson a
tobbi levélpozicioban is (26. abra A). Erdekes modon a sotét hatasara a HXK aktivitas 3 ora
elteltével megnott a kifejlett levelekben, majd folyamatosan csokkent a 24 oraig tartd sotétség

hatdsara a paradicsom névények minden levelében (26. abra B).

A Normal fotoperiédus B @ Sotét -@- Fiatal levél
a = Kifejlett levél
—g— Oreg levél

Hexokinaz enzimaktivitas
(nmol min™ mgFT 1)

1d6 (h)

26. abra: A hexokindz (HXK) aktivitds valtozasa normal fotoperidduson (A) és 24 oran at
sotétben (B) tartott vad tipust paradicsom ndovények kiilonb6z6 kort leveleiben reggel 9:00
oratol mérve (Atlag + SE, n=3). A kiilonbozé betiivel jelzett oszlopok P<0,05 valdsziniiségi
szinteken szignifikansan kiilonbdznek egymastdl a Duncan teszt alapjan.

A paradicsom névényben kodolt HXK géneket vizsgalva (mitokondrialis SIHXK1-3 és
a kloroplasztiszban lokalizalt SIHXK4) az SIHXK1 és az SIHXK4 transzkriptumszintjei mutattak
a legjelentdsebb napi ingadozast a kifejlett levelekben a normal fotoperidduson; a maximum a
késo6i vilagos iddszakban volt mérhetd, majd a gének expresszidi a sotétszakaszban
lecsokkentek (27. abra A, G). Hasonlo6 tendencia figyelheté meg az SIHXK1 esetében az oreg
levelekben is (27. abra A). Az SIHXK3 expresszidja viszont a korai sotét idoszakban volt a
legmagasabb a kifejlett levelekben (27. abra E). A sotétség hatasara az SIHXK1 expresszioja
hasonl6 tendenciat mutatott, de kisebb mértéki volt a napi valtozas a normal fotoperiodushoz
képest a kifejlett levelekben, mig az SIHXK1 transzkripcids szintjei szignifikans csucsot
mutattak 6 ora elteltével az 6reg levelekben, amelyet egy masodik maximum is kovetett 24 6ra
elteltével a sotétség hatasara (27. abra B). Az SIHXK1 valtozasahoz hasonlo tendenciak
figyelhetok meg az SIHXK2 expresszios mintazataban is az oreg levelekben a sotétben, azonban

az SIHXK2 relativ transzkript szintje a s6tétben csak a kifejlett levelekben nétt meg 6 oOra
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elteltével szignifikansan (27. abra D). Ezekhez a valtozasokhoz képest az SIHXK3 expresszidja
mar nagyon koran reagalt a fény hianyara, mivel az SIHXK3 relativ transzkript szintje
nyolcszorosara nétt a sotét kezelés hatdsara a kifejlett és oreg levelekben (27. dbra F).

Az SIHXK4 expresszioja csupan 24 ora elteltével emelkedett meg a sotétség hatasara az 6reg
levelekben (27. abra H).

| ———

A Normal fotoperiédus B Sotét - Fiatal level
=O- Kifejlett levél g

8 —— Oreg levél

SIHXK1
(Relativ transzkript szint)

SIHXK2
(Relativ transzkript szint)

SIHXK3
(Relativ transzkript szint)

SIHXK4
(Relativ transzkript szint)

1dé (h)

27. abra: A hexokinazt (HXK) koédolé mitokondrialis SIHXK1 (A, B), SIHXK2 (C, D), SIHXK3
(E, F) és a kloroplasztikus SIHXK4 (G, H) gének relativ transzkript szintjének valtozasa normal
fotoperioduson (A, C, E, G) és 24 6ras sotétség hatdsara (B, D, F, H) vad tipust paradicsom
noévények kiilonboz6 koru leveleiben reggel 9:00 6ratol mérve (Atlag + SE, n=3). A kiilonbdzd
betiivel jelzett oszlopok P<0,05 valosziniliségi szinteken szignifikansan kiilonbéznek egymastol
a Duncan teszt alapjan.
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ey

enzim aktivitdsdra paradicsom nodvények kifejlett leveleiben a normal fotoperidduson
(28. abra). A HXK aktivitas gliikoz szubsztrattal 3 ora elteltével nott, majd a 6. oratdl
szignifikansan lecsokkent az 1 mM SA kezelés hatasara a kifejlett levelekben (28. é&bra).
A HXK aktivitas szintén szignifikdnsan csokkent a 0,1 mM SA kezelés eredményeként a 6.
oratol, de 12 ora elteltével az enzimaktivitas visszatért a kontroll szintre (28. abra).

Ezzel szemben az SA kezelések hatasara a kifejlett levelek gliikoz szintje szignifikansan
nétt (0,1 mM SA: 14,4+0,7 umol g FT; 1 mM SA: 14,5+0,5 umol g FT) a 24 éra elteltével
a kezeletlen kontrollhoz képest (10,3+0,4 umol g FT?).
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28. abra: A hexokinaz (HXK) aktivitas valtozasa vad tipusu paradicsom novények kifejlett
leveleiben kontroll koriilmények kozott, valamint 24 6raig tartdo 0,1 és 1 mM SA kezelést
kovetéen, normal fotoperioduson (Atlag + SE, n=3). A kiilonbozé betiivel jelzett oszlopok
P<0,05 valoszinliségi szinteken szignifikansan kiilonbdznek egymastdl a Duncan teszt alapjan.

A paradicsom novények kifejlett leveleiben torténd HXK aktivitds valtozasa mellett
megvizsgaltuk az SA kezelések paradicsom HXK génekre gyakorolt 1d6- és koncentraciofiiggd

hatasat is. A mérések alapjan a napiritmusos expressziot mutatd SIHXK gének relativ transzkript

crer
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29. abra: A hexokinazt (HXK) kodolé mitokondrialis SIHXK1 (A), SIHXK2 (B), SIHXK3 (C)
¢és a kloroplasztikus SIHXK4 (D) gének relativ transzkript szintjének valtozasa vad tipusa
paradicsom novények kifejlett leveleiben kontroll koriilmények kdzott, valamint 24 6raig tartd
0,1 és 1 mM SA kezelést kovetéen, normal fotoperioduson (Atlag + SE, n=3). A kiilénb6z6
betlivel jelzett oszlopok P<0,05 valdsziniiségi szinteken szignifikdnsan kiilonboznek egymastol
a Duncan teszt alapjan.

Az SA mitokondriumokra gyakorolt morfologiai hatasainak €s a sejthalalt kivalto korai
citologiai valtozasoknak a kimutatdsa a paradicsom ndvények leveleiben TEM felvételek és
immunhisztokémiai eljarasok segitségével tortént. A vizsgdlatok alapjan a paradicsom
novények mezofillumanak parenchima sejtjeiben jelentés valtozasok torténnek a
mitokondriumok szerkezetében a 24 oras SA kezeléseket kovetden (30. abra A-C). Az SA-
kezelések a mitokondridlis krisztdk duzzadasat és dezorganizacidjat, valamint a
mitokondriumok szétesését és vakuolizaciojat okoztak, ami a legsulyosabbnak a magasabb,
1 mM-os SA koncentracié alkalmazasanal bizonyult (30. dbra C). Mivel a mitokondriumok
fontos elemei a sejthaldl indukcidjanak, nyomon kovettiik immunhisztokémiai eljarasokkal a
citokrom ¢ (cyt c) felszabadulasat a mitokondrialis intermembran térbél az SA kezeléseket
kovetden 24 oraval. A mitokondridlis cyt ¢ szintek csak az 1 mM SA kezelés hatasara

csokkentek le szignifikdnsan, ami arra utal, hogy a PCD megindult az emlitett SA kezelést
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kovetden (30. abra D). A mitokondridlis frakcioval ellentétben a mitokondriumok koriili
citoszol cyt ¢ szintje csak kismértékben emelkedett, ami viszont nem volt szignifikans az SA-

val kezelt novények esetében (30. dbra D).
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30. abra: Reprezentativ transzmisszios elektronmikroszkopos (TEM) felvételek a kifejlett vad
tipusu paradicsomlevelek paliszad parenchima sejtjeiben taldlhaté mitokondriumokrol 24 6ras
0,1 és 1 mM SA kezeléseket kovetden a normal fotoperidduson. A: Normal szervezdédést és
szerkezetli mitokondrium kontroll levélbél. B: Mitokondrium a 0,1 mM SA-val kezelt
paradicsom ndvények levelében, ahol az SA kezelés a mitokondridlis krisztdk duzzadasat
okozta. C: Mitokondrium az 1 mM SA-val kezelt paradicsom novények levelében, ahol az SA
kezelés a mitokondriumok szétesését és vakuolizacigjat valtotta ki. D: A cyt c-t jelolo (nyilakkal
jelezve az A-C abrakon) aranyrészecskék szama a mitokondriumokban és a mitokondriumok
koriili citoplazmaban a paradicsom novények levélben 24 oraval a 0,1 vagy 1 mM SA kezelés
utan (Cp: citoplazma; Cr: mitokondrialis kriszta; Cw: sejtfal, Mx: mitokondrialis matrix;
Mt: mitokondrium; OM: mitokondrialis kiilsé membran; Vc: vakudlum). Atlag + SE, n=30. A
kiilonbozd betiivel jelzett oszlopok P<0,05 valdsziniiségi szinteken szignifikdnsan kiilonboznek
egymastol a Duncan teszt alapjan. Mérce = 500 nm.

Mivel a HXK enzim SA kezelések hatasara bekovetkezo aktivitasbeli és transzkripcios
valtozésai befolyasoljak a levelek fizioldgiai €s biokémiai valaszait, ideértve a mitokondrialis
metabolizmus megvaltozasat €s a sejthalal indukcidjat, ezért az SA-kezelt ndvények leveleibdl
mitokondriumokat izolaltunk, hogy megvizsgaljuk a mitokondrialis HXK (mtHXK) szerepét
az SA éltal indukalt ROS- és NO produkcioban. A mérések kapcsan elvégeztiik a citokrom c-
oxidaz (COX) aktivitdsanak mérését is (31. dbra A). A COX aktivitas szignifikansan lecsokkent
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az 1 mM SA kezelés hatdsara, ami arra utal, hogy az SA magas koncentracidja mitokondrialis
dezorganizaciot indukalt, és sejthalalt idézett el a paradicsomndvények leveleiben. Ennek
részeként szabadult ki a cyt ¢ a mitokondrialis intermembran térbdl a citoszolba (30. dbra C-
D). Emellett megmértilk a mtHXK aktivitast is a 24 6ras SA kezeléseknek kitett novények
leveleibdl izolalt mitokondriumokban. Az mtHXK aktivitds mérsékelt mértékben csokkent a
0,1 mM SA kezelés hatdsdra a mitokondriumokban, mig szignifikdnsan csékkent az 1 mM SA

kezelést kovetden (31. abra B).
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31. abra: A citokrém c-oxidaz (COX; A) és a mitokondrialis hexokindz (mtHXK; B) aktivitas
valtozasa vad tipusu paradicsom novények Kifejlett leveleibdl izolalt mitokondriumokban, mely
novények eldtte kontroll koriilmények kozott ndttek vagy 24 ordig tartd 0,1 és 1 mM SA
kezelést kaptak normal fotoperioduson (Atlag + SE, n=3). A kiilonboz6 betiivel jelzett oszlopok
P<0,05 valoszinliségi szinteken szignifikansan kiillonbdznek egymastol a Duncan teszt alapjan.

A kovetkezé kisérletsorozatban az mtHXK aktivitds szerepét vizsgaltuk a
mitokondrialis ROS (mtROS) és NO (mtNO) termelésében, a 24 oras SA kezeléseknek kitett
novények leveleibdl izolalt mitokondriumokban (32. abra). El6szor szukcinatot és ADP-t
adtunk a kontroll és SA-kezelt paradicsom novények leveleibdl izolalt mitokondriumokhoz,
hogy fokozzuk a mitokondridlis ETC aktivitast. A szukcinat felgyorsitotta az elektrondramlést
a mitokondrialis ETC-ban a ll-es komplexnél, és az ADP-vel egyiitt novelte az Oz-felhasznalas
mértékét, igy az mtROS generalasat és az mtHXK aktivitast (Camacho-Pereira €s mtsai. 2009).
szignifikdnsan fokozta a kezelt ndvények kifejlett levelébdl szarmazd mitokondriumokban
(32. abra), ezzel parhuzamosan az mtHXK aktivitds alacsonyabb volt, mint a kontroll
mintakban (31. dbra B). A HXK enzim szubsztratjanak szamit6 gliikéz (Glc) hozzdadasa

kismértékben, de nem szignifikansan csokkentette az mtROS produkciot az SA-kezelt
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novények leveleibdl izolalt mintdkban (32. abra A). Ezt megforditotta viszont a HXK inhibitor
N-acetil-gliikozamin (NAG) alkalmazasa, amely fokozta az mtROS termelését a kontroll és az
SA-val kezelt novények leveleibdl szarmazd mitokondriumokban, kiilondsen az alacsonyabb,
0,1 mM SA koncentracio alkalmazésa esetén (32. abra A). Ez utobbi kezelések azonban nem
befolyasoltak szignifikdnsan az mtNO szintet, amely az mtHXK aktivitastol fiiggetleniil
szignifikdnsan megemelkedett az alkalmazott SA-koncentraciok ndvekedésével (32. abra B).
Ezek a kisérletek igazoltdk, hogy a csokkent mtHXK aktivitdis a NAG jelenlétében
hozzajarulhat az mtROS termelés fokoz6dasdhoz, de az NO produkciot nem befolyasolja az
SA-kezelt novények leveleibdl szarmazo mitokondriumokban. Ezenkiviil az 1 mM SA kezelés
szignifikansan csokkentette az mtHXK aktivitast (31. dbra B), ami jol korrelalt a COX aktivitas
csOkkenésével (31. abra A), utalva arra, hogy az mtHXK Glc foszforilald aktivitasa képes
szabalyozni az mtROS termelést ép mitokondriumok esetén (0,1 mM SA), de ez a hatas az

erdsen sériilt mitokondriumokban az 1 mM SA kezelés esetében megsziint.
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32. abra: A mitokondrialis ROS (mtROS; A) és NO (mtNO; B) produkci6 valtozasa vad tipusu
paradicsom novények leveleibdl izolalt mitokondriumokban, mely novények eldtte kontroll
koriilmények kozott ndttek vagy 24 o6rdig tartdo 0,1 és 1 mM SA kezelést kaptak normal
fotoperioduson. Az izolalt mitokondriumokat kiilonbdzd szubsztratok ¢€s inhibitorok
alkalmazasaval teszteltiik (Suc: szukcinat; ADP: adenozin-difoszfat, Glc: glikéz; NAG:
N-acetil-gliikozamin). (Atlag £ SE, n=3). A kiilonb6z6 betiivel jelzett oszlopok P<0,05
valosziniliségi szinteken szignifikdnsan kiilonboznek egymastdl a Duncan teszt alapjan.
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4.5. Az SA szerepe a ROS metabolizmusban ER stressz soran

A kiilonb6z6 védekezéssel kapcsolatos novényi hormonok (SA, JA, ET) ER stressz és UPR
soran betoltott szerepének tanulmanyozasahoz az SIBIP relativ transzkript szintjének valtozasat
vizsgaltuk meg elsoként (33. abra). Eredményeink alapjan mind az 1 mM SA (33. abra A),
az 1 és 10 uM JA (33. dbra B), és az 1 mM ACC kezelés (33. dbra C) szignifikdnsan emelte az

SIBIP expresszidjat a paradicsom novények leveleiben.
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33. abra: Exogén szalicilsav (SA; A), jazmonsav (JA; B) és etilén prekurzor 1-
aminociklopropan-1-karbonsav (ACC; C) kezelés hatasa az ER stressz marker SIBiP relativ
transzkript szintjének valtozasara vad tipust paradicsom novények leveleiben (Atlag + SE,
n=3). A kiilonbozd betiivel jelzett oszlopok P<0,05 valosziniiségi szinteken szignifikdnsan
kiilonboznek egymastdl a Duncan teszt alapjan.
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Az SA, JA ¢és ET szerepét az ER stressz és UPR soran kiilonb6z6 mutans és
transzgenikus paradicsom genotipusok felhasznalasaval vizsgaltuk tovabb (34. abra).
A paradicsom BiP gén expresszidja alapbol kisebb volt a JA inszenzitiv jail és az etilén receptor
mutans Never ripe (Nr) mutansokban a vad tipust (VT) névényekhez képest, mig nem volt
kimutathato szignifikans kiilonbség az SA hidnyos NahG és vad tipusu paradicsom névények
leveleiben (34. abra). Az ER stresszt mesterségesen indukalé Tm kezelés minden genotipusban
szignifikans SIBIP expresszio-ndvekedést okozott, mely azonban a hormonmutdnsokban
minden esetben szignifikdnsan alacsonyabb volt a VT-hoz képest (34. abra). A kémiai chaperon
PBA kezelés minden esetben csokkentette az SIBIP relativ transzkript szintjét a megfeleld
kontrollokhoz képest a NahG novények kivételével (34. abra A). A PBA egyilittes alkalmazasa
a Tm kezeléssel szignifikdnsan mérsékelte a Tm-okozta SIBIP expressziot, ami a jail

novényekben alacsonyabb, mig az Nr ndvények levelében magasabb volt a VT-hoz képest

(34. abra).
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34. abra: Az ER stressz marker SIBiP relativ transzkript szintjének valtozasa vad tipust (VT),
SA hianyos NahG (A), JA inszenzitiv jail (B), és ET receptor mutans Nr (C) paradicsom
novények leveleiben 24 6ras 5 pg ml™ Tm és 1 mM PBA kezeléseket kovetden (Atlag + SE,
n=5). A kiilonb6zd betiivel jelzett oszlopok P<0,05 valdszinliségi szinteken szignifikdnsan
kiilonboznek egymastol a Duncan teszt alapjan.
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Az SA szerepének tovabbi tanulmanyozasahoz az SA hianyos NahG paradicsom
novények felhasznaldsa mellett exogén 1 mM-os SA kezelést alkalmaztunk a VT ndvények
esetében. A ER stressz moduléatorok koziil az ER stresszt indukald Tm kezelés szignifikansan
novelte a VT paradicsom novények leveleinek szuperoxid-gyokanion produkciojat, mig a
kémiai chaperon PBA gatolta azt (35. abra A). Az SA kezelések altalaban fokoztak a VT
novényekben a szuperoxid-gyokanion produkciot, amelyet a Tm kezelés nem befolyasolt
szignifikansan, azonban a PBA kissé csokkentette azt (35. abra A). A legkisebb szuperoxid-
gyokanion produkcido az SA hianyos NahG novények leveleiben volt kimutathato a VT
ndvényekhez képest, de minden kezelés novelte azt ebben a genotipusban (35. dbra A).

A levelek H20; tartalmat szignifikansan novelte a Tm kezelés a VT levelekben a
kontrollhoz képest, mig a PBA mérsékelte a Tm hatasat (35. abra B), hasonléan a szuperoxid-
gyokanion produkcidhoz (35. abra A). Az SA kezelés szintén ndvelte a HoO» szintet a VT
novények leveleiben, hasonléan az SA+Tm egyiittes kezeléshez, azonban a PBA alkalmazasa
csokkentette azt (35. abra B). A NahG novények leveleiben nem volt szignifikans valtozas H>O»
tartalomban a kezelések hatasara, de az alap H20- szintek 4ltaldban magasabbak voltak, mint a

VT levelekben mértek (35. abra B).
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35. abra: A szuperoxid-gyokanion produkcio (A) és a H20» tartalom (B) valtozasa vad tipusu
(VT) és SA hianyos NahG paradicsom ndvények leveleiben 24 6ras 5 pg mlI™* Tm, 1 mM PBA,
illetve 1 mM SA kezeléseket kovetden (Atlag = SE, n=5). A kiilonbozé betiivel jelzett oszlopok
P<0,05 valoszinliségi szinteken szignifikansan kiillonbdznek egymastol a Duncan teszt alapjan.
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A GSH szintet szignifikansan megndvelte a Tm és PBA kezelés a VT novények
leveleiben (36. abra A). Ugyanakkor az 1 mM-os SA kezelés szintén GSH-felhalmozodast
eredményezett a Tm kezeléshez hasonldan, de nem kiilonbozott az SA+Tm egyiittes kezelés-
okozta valtozasoktol (36. abra A). A legalacsonyabb GSH szintet altalaban a NahG névények
leveleiben tapasztaltuk, fliggetleniil a kezelésektdl, amelyek nem eredményeztek szignifikans
valtozast a transzgenikus novények leveleiben (36. abra A).

A GSSG szintet a Tm és a PBA kezelés novelte szignifikdnsan a VT paradicsom
novények leveleiben, hasonléan az SA kezeléshez (36. dbra B). Az SA alkalmazasa
eredményezte a legmagasabb GSSG szinteket a VT ndvények leveleiben a kezeletlen
kontrollhoz képest, mig a Tm és a PBA kezelés nem befolyasolta szignifikdnsan az SA éltal
indukalt GSSG novekedést (36. abra B). A legalacsonyabb GSSG szinteket a NahG novények
leveleiben mutattuk ki a VT levelekhez képest, de a PBA-kezelések dnmagukban és Tm

kezeléssel kombinalva is novelték a GSSG tartalmat ebben a genotipusban (36. abra B).
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36. abra: A redukalt glutation (GSH; A) és az oxidalt glutation (GSSG; B) tartalom véltozasa
vad tipust1 (VT) és SA hianyos NahG paradicsom ndvények leveleiben 24 6ras 5 ug ml™t Tm,
1 mM PBA, illetve 1 mM SA kezeléseket kovetden (Atlag = SE, n=5). A kiilonboz6 betiivel
jelzett oszlopok P<0,05 valdsziniiségi szinteken szignifikansan kiilonboznek egymastol a
Duncan teszt alapjan.
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A glutation metabolizmusaban részt vevo kulcsenzimek aktivitasanak elemzése alapjan
a GR aktivitasat szignifikansan ndvelte a Tm kezelés, amit a PBA alkalmazéasa mérsékelta VT
novények leveleiben (37. abra A). Az SA kezelés 6nmagaban ¢és barmilyen kombinécidban a
Tm és PBA ER stressz modulatorokkal szignifikansan ndvelte a GR aktivitast a VT levelekben
a kontrollhoz képest (37. abra A). Erdekes modon a GR aktivitas a NahG levelekben volt a
legmagasabb a VT kontroll levelekhez, valamint az egyéb kezelésekhez képest, és nem
valtozott szignifikdnsan ebben a genotipusban egyik ER stressz moduldtor alkalmazasat
kovetden sem (37. abra A).

A DHAR aktivitast a Tm kezelés novelte, és nem valtoztatta meg szignifikansan a PBA-
val torténd egyiittes kezelés sem a VT novények leveleiben (37. dbra B). Az SA alkalmazéasa
eredményezte a legmagasabb DHAR aktivitdst a VT novények leveleiben a kezeletlen
kontrollhoz képest, amit az ER stresszel kapcsolatos moduldtorok mind magas szinten tartottak,
fiiggetleniil az SA szintt6l (37. abra B). A legalacsonyabb DHAR aktivitast a NahG névények
leveleiben mértiik, mely szignifikdnsan nem valtozott egyik kezelés esetében sem (37. abra B).

A GPOX aktivitas nem valtozott szignifikdnsan a Tm és PBA kezelések hatasara a VT
novények leveleiben (37. abra C), de megndtt az SA alkalmazasa, illetve minden SA kezelés
mellett végzett ER stressz modulator kezelés esetén (37. abra C). A legmagasabb GPOX
aktivitast a PBA kezelések soran, valamint az SA és Tm kezelésekkel egyiitt végzett kisérletek
esetén detektaltuk a VT novények leveleiben (37. abra C). A legalacsonyabb GPOX aktivitast
a NahG novények leveleiben mértilk a VT novények kontroll és mas ER stresszt modulalo
kezelésekhez képest (37. dbra C). Emellett a GPOX aktivitas ebben a paradicsom genotipusban
nem mutatott szignifikans valtozast egyik kezelés esetében sem (37. abra C).

A GST aktivitast a Tm kezelés novelte, de a PBA alkalmazasa nem befolyasolta ezt a
VT novények leveleiben (37. dbra D). Az SA alkalmazasa altaldban 6nmagaban és az 0sszes
tarskezelés esetében is novelte a GST aktivitast, kiilonosen PBA kezeléssel kombinalva
(37. abra D). A legalacsonyabb GST aktivitast a NahG novények leveleiben mértiik a VT
novényekhez képest, amit egyik ER stressz modulator sem valtoztatott meg szignifikdnsan

(37. abra D).
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37. abra: A glutation-reduktaz (GR; A), dehidroaszkorbat-reduktaz (DHAR; B), glutation-
peroxidaz (GPOX; C) és glutation S-transzferaz (GST; D) aktivitds valtozasa vad tipusu (VT)
és SA hianyos NahG paradicsom novények leveleiben 24 6ras 5 pg ml™t Tm, 1 mM PBA, illetve
1 mM SA kezeléseket kovetden (Atlag + SE, n=5). A kiilonboz betiivel jelzett oszlopok
P<0,05 valoszinliségi szinteken szignifikansan kiillonbdznek egymastol a Duncan teszt alapjan.

A glutation metabolizmusban részt vevd kulcsenzimek aktivitdsanak elemzése mellett a
hozzajuk kapcsolodo paradicsom gének expresszidjat is megvizsgaltuk az ER stressz alatt.
A glutation bioszintézisben szerepet jatszo6 SIGSH1 relativ transzkript szintjét a Tm
csokkentette a VT novények leveleiben a kontrollhoz képest (38. abra A). Az SA kezelés
szintén csokkentette az SIGSH1 expressziojat a kontrollhoz képest a VT novények leveleiben,
és csak az SA kezeléssel egyiitt alkalmazott PBA novelte az SIGSH1 expresszidjat (38. abra A).
Ehhez hasonld valtozasokat figyeltink meg a NahG novények leveleiben, ahol az SA hiany
csokkentette az SIGSH1 relativ transzkript szintjét a VT kontrollhoz képest, de a PBA novelte
azt (38. abra A).

A paradicsom novényekben a GR enzimet kodolo gének koziil az SIGR1 expresszidja
nem valtozott szignifikansan (38. abra B), mig az SIGR2 expresszidja szignifikansan ndtt a Tm
kezelés hatasara a VT novények leveleiben (38. dbra C). Ugyanakkor a PBA alkalmazasa

mindkét SIGR gén expresszidjat indukalta, és a kombinalt Tm+PBA kezelés szintén
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szignifikansan novelte az SIGR2 transzkriptumok felhalmozodasat (38. abra C). Az SA
expozicio nem valtoztatta meg szignifikansan az SIGR1 expresszidjat sem onmagaban, sem mas
ER stressz modulatorral egylitt alkalmazva (38. abra B). Ugyanakkor az SA kezelés minden
esetben novelte az SIGR2 relativ transzkript szintjét (38. abra C). Az exogén SA kezeléshez
hasonldan, az SIGR1 expresszidja nem valtozott szignifikansan a NahG névények leveleiben
az ER stressz alatt (38. abra B), mig az SIGR2 transzkriptumok felhalmozddasat a Tm és PBA
kezelések fokoztak, de kisebb mértékben, mint a VT novények leveleiben (38. abra C).

Az SIDHAR2 expresszidjat a Tm kezelés csokkentette a VT novények leveleiben, de azt
a PBA kezelés nem valtoztatta meg szignifikansan, hasonléan az SA kezeléshez (38. abra D).
Erdekes modon az SIDHAR2 expresszidja a NahG novények leveleiben volt a legmagasabb
kontroll koriilmények kozott, dsszehasonlitva a VT novények leveleivel, amelyet viszont az
Osszes ER stressz modulator kezelés csokkentett (38. abra D).

A GSH katabolizmussal kapcsolatos kivalasztott paradicsomszekvencidk koziil sem az
SIOXP (38. abra E), sem az SIGGT (38. abra F) gének expressziojat nem befolyasolta
szignifikansan a Tm vagy a PBA kezelés a VT ndvények leveleiben. Ugyanakkor, mig az SA
kezelés alapvetden csokkentette az SIOXP expressziojat (38. abra E) a kezeletlen kontroll
levelekhez képest, addig a Tm és a PBA az SA kezelésekkel egyiitt novelte azt, ami a NahG
novények leveleiben nem volt kimutathaté (38. abra E). Ezzel szemben az SA alkalmazasa
alapvetéen novelte az SIGGT expressziojat a kezeletlen kontrollhoz képest (38. abra F), amit a
Tm kezelés mérsékelt, de a PBA kezelés nem befolyasolt érdemben (38. abra F). Az SIGGT
expresszioja jelentésen alacsonyabb volt és nem valtozott szignifikdnsan az ER stressz
modulatorokkal torténd kezelések hatasara sem a NahG novények leveleiben (38. abra F).

A paradicsom novényekben kivalasztott kulcsfontossagh GST enzimet kodolo gének
koziill a Tm kezelések egyediil az SIGSTT2 expresszidjat novelték szignifikansan a VT
novények leveleiben, hasonldéan a PBA kezelésekhez (38. abra I). Ugyanakkor a Tm és a PBA
kombinalt kezelés az SIGSTF2 (38. abra G), az SIGSTT2 (38. abra I) és az SIGSTT3 (38. abra
J) esetében is szignifikdns transzkriptum-felhalmozodast eredményezett. Az SA alkalmazasa
alapvetéen fokozta az SIGSTF2 (38. abra G) és az SIGSTT3 (38. abra J) expressziojat a VT
novények leveleiben. Az SA kezeléssel egyiitt alkalmazott Tm magasabb SIGSTT2 expressziot
eredményezett a vad tipust novények leveleiben (38. dbra I), valamint PBA kezeléssel
kombinalva az SIGSTF2 (38. abra G) és az SIGSTT2 (38. abra I) expresszidja is nétt. Az
SA+Tm+PBA egyiittes kezelés az SIGSTUS (38. abra H), az SIGSTT2 (38. abra I) és az
SIGSTT3 (38. abra J) transzkriptum-felhalmozodasat eredményezte a VT ndvények leveleiben.
A NahG novények leveleiben a Tm kezelés fokozta az SIGSTF2 (38. abra G) és az SIGSTT2
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(38. abra I) expressziojat, de az SIGSTT2 expresszidjanak novekedése alacsonyabb volt a VT
novényekben mértekhez képest, és nem valtozott szignifikdnsan a PBA hatasara (38. abra I).
Az SIGSTUS (38. abra H) és az SIGSTT2 (38. abra I) relativ transzkript szintjei nem valtoztak
szignifikansan a NahG noévények leveleiben egyik ER stressz modulator kezelés esetében sem.
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38. abra: A GSH bioszintézisével [SIGSH1 (A), SIGR1 (B), SIGR2 (C)] és felhasznalasaval
vagy lebontasaval [SIDHAR2 (D), SIOXP (E), SIGGT (F), SIGSTF2 (G), SIGSTU5 (H),
SIGSTT2 (I) és SIGSTT3 (J)] kapcsolatos gének relativ transzkript szintjének valtozasa vad
tipustt (VT) és SA hianyos NahG paradicsom novények leveleiben 24 6ras 5 pg ml™t Tm, 1 mM
PBA, illetve 1 mM SA kezeléseket kovetden (Atlag + SE, n=3). A kiilonbdzd betiivel jelzett
oszlopok P<0,05 valosziniiségi szinteken szignifikdnsan kiilonboznek egymastél a Duncan
teszt alapjan.

88



A Tm ¢és az SA kezelés hatasara fokozoddott a lipidperoxidacio az MDA tartalom
szignifikans novekedése alapjan a VT novények leveleiben (39. abra A). Erdekes médon
ugyanakkor nem tortént szignifikans valtozas az MDA szintekben a Tm+SA kombinalt kezelés
esetében (39. abra A). A PBA kismértékben mérsékelte a Tm altal kivaltott magasabb
lipidperoxidaciot, és szignifikdnsan csokkentette az SA 4altal okozott megemelkedett
lipidperoxidaciot a VT novények leveleiben (39. abra A). Ugyanakkor az MDA szintje
alacsonyabb és valtozatlan maradt a NahG novények leveleiben az ER stressz alatt (39. abra
A).

Szignifikans ionkieresztést mértiink a Tm kezelést kovetden a VT levelekben, amit a
PBA alkalmazésa csupan kismértékben csokkentett (39. abra B). Ugyanakkor az SA kezelés
okozta a legmagasabb ionkieresztést a VT novények leveleiben, amelyet a Tm és kiilondsen a
PBA kezelés mérsékelt (39. abra B). A NahG noévények leveleiben az ionkieresztés nem

valtozott szignifikdnsan az ER stressz hatasara (39. abra B).
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39. abra: Az MDA tartalom (A) és az ionkieresztés (B) valtozasa vad tipusu (VT) és SA
hianyos NahG paradicsom ndvények leveleiben 24 6ras 5 ug mlt Tm, 1 mM PBA, illetve

1 mM SA kezeléseket kovetden (Atlag + SE, n=5). A kiilonbozé betiivel jelzett oszlopok
P<0,05 valosziniiségi szinteken szignifikansan kiilonbdznek egymastdl a Duncan teszt alapjan.
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A kovetkezokben megvizsgaltuk, hogy vajon az SA mellett az SA bioszintézisében is
szerepet jatszo, valamint jelentds ROS forras kloroplasztiszok milyen szerepet toltenek be a Tm
altal kivaltott ER stressz soran €s az UPR-ben. Ehhez elsdként VT paradicsom novényeket
kezeltiink Tm-el 24 oran at a normal fotoperioduson fényben és sotét koriilmények kozott
(40. abra). Az eredmények alapjan az SIBiP UPR markergén expressziojat mindkét koriillmény
kozott novelte a Tm, viszont a markergén sotétben Iényegesen kisebb mértékben
expresszalodott (40. abra A). Ezek az eredmények azt sugalljak, hogy a kloroplasztiszok
potencialis szerepet jatszhatnak a robusztusabb UPR aktivaldsaban normal fénykoriilmények
kozott. Ebben a folyamatban jatszhat kiemelt szerepet a kloroplasztikus ROS produkci6. A
kloroplasztikus ROS Tm-expozici6 alatti lehetséges szerepének vizsgalatahoz a VT paradicsom
novényeket normal fotoperiddus mellett s6tétben is megkezeltiik az ER stresszt kivalto Tm-nel
¢s megmértiik a levelek H2O; tartalméban bekovetkezd valtozasokat (40. abra B). A Tm
kezelések hatdsara szignifikdns H20, tartalom ndvekedést mértiink normal ndvekedési
kortilmények kdzott a kontroll névényekhez képest, ugyanakkor a H2O» tartalom s6tétben kissé
alacsonyabb maradt (40. abra B). Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a kloroplasztiszok ¢és

a fotoszintetikus fényreakciok gatlasa lehet a ROS forrdsa az ER stressz alatt.
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40. abra: Az SIBIP relativ transzkript szintjének (A) és a H2O» tartalom (B) valtozasa vad tipusu
paradicsom ndvények leveleiben 24 6ras 5 ug ml™ Tm kezelést kdvetden fényben, a normal
fotoperioduson és sététben kezelve (Atlag + SE, n=3). A kiilénboz6 betiivel jelzett oszlopok
P<0,05 valosziniiségi szinteken szignifikansan kiilonbdznek egymastdl a Duncan teszt alapjan.
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Kérdésként mertilt fel azonban, hogy vajon a kloroplasztiszok ROS produkciojara direkt
modon hat-e a Tm. A kozvetlen hatéas vizsgalatahoz vad tipusta kontroll paradicsom névények
leveleibdl intakt kloroplasztiszokat izolaltunk, melyeket Tm-nel kezeltlink in vitro, majd a ROS
szint valtozasat HoDCFDA fluoreszcens festékkel detektaltuk (41. abra). Az eredmények
alapjan a Tm nem indukalt jelentés ROS termelést 1 o6ran beliil az izolalt paradicsom
kloroplasztiszokban (361+14 A.U.) a kontrollhoz (394+19 A.U.) képest. Ezek az eredmények
viszont arra utalnak, hogy a Tm csak kozvetett hatassal lehet a kloroplasztiszokra, melyeket a

kovetkezOkben tovabb vizsgaltunk.

Izolilt Kloroplasztiszok autofluoreszcenciaja Izolalt Kloroplasztiszok ROS produkcidja
C D
g
=~

41. abra: Az autofluoreszcencia (A, C) és a reaktiv oxigénformék produkcidjaban (ROS; B, D)
bekovetkezett valtozdsok reprezentativ képe vad tipusi paradicsom novények izolalt
kloroplasztiszaiban kontroll kériilmények kozott vagy 60 perces 0,5 pug ml? Tm kezelést

kovetden (vonalzd: 50 um; a z6ld szin a ROS produkciot, a piros szin a kloroplasztiszok
autofluoreszcenciajat mutatja).

Kontroll

Az izolalt kloroplasztiszok vizsgalatat kovetéen megnéztik a Tm hatasat a ROS

produkciora a levelekben in situ konfokalis mikroszkop segitségével (42. abra). Az eredmények
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alapjan a Tm-kezelt névények leveleiben szignifikans H202 termelés (165+22 A.U.) volt
kimutathato a kontrollhoz (57+5.7 A.U.) képest (42. abra A, D), amelynek jelent6s hanyada a
kloroplasztiszokbdl szarmazott (42. abra C, F).

H,0, produkcio Kloroplasztiszok autofluoreszcenciaja Egyesitve

42. abra: A H;0; produkci6 valtozéasa (A, D), a kloroplasztiszok autofluoreszcencidja (B, E)
¢s a kettd egyesitett (C, F) reprezentativ képe vad tipusu paradicsom novények leveleiben
kontroll kériilmények kozott vagy 24 6ras 0,5 pg ml™ Tm kezelést kdvetden (vonalzo: 20 um).

Kontroll

Kisérleteink tovabbi részében azt vizsgaltuk, hogy vajon az ER stressz hogyan hat a
fotoszintetikus aktivitasra és ebben milyen szerepet jatszhat az SA. Méréseink alapjan
megallapithatjuk, hogy a 24 6ras Tm kezelés csak kismértékben csokkentette az Fu/Fm értéket
a VT paradicsom novények leveleiben, azonban ez szignifikansan csokkent az SA-hidroxilazt
tiltermelé NahG levelekben a kontrollhoz képest (43. abra A). Az Fo és Fm paraméterek nem
valtoztak szignifikansan a Tm és PBA kezeléseket kovetden a VT paradicsom ndvények
leveleiben (43. abra B, C), azonban ezek az értékek a PBA kezelés hatasara alacsonyabbak
voltak, mint a Tm+PBA kezelést kovetden a NahG levelekben (43. abra B, C). Erdekes modon
a qL paraméter alapvetéen magasabb volt a VT levelekben a NahG novényekhez képest, amit
azonban a Tm szignifikdnsan csokkentett ebben a paradicsom genotipusban, viszont a PBA

kezelés szignifikansan novelte azt a Tm mellett alkalmazva (43. dbra D).
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43. abra: A PSII maximalis kvantumhatasfokanak (Fv/Fm; A), a sotétadaptalt levelek minimalis
fluoreszcencidjanak (Fo; B), a sotétadaptalt levelek maximalis fluoreszcenciajanak (Fo; C), és a
PSII reakciocentrumok nyitott allapota frakciojanak (qu; D) valtozasa vad tipust (VT) és SA
hianyos NahG paradicsom ndvények leveleiben 24 6ras 0,5 pg ml™* Tm, 1 mM PBA, illetve
kombinalt kezeléseiket kovetéen (Atlag + SE, n=6). A kiilonbozd betiivel jelzett oszlopok
P<0,05 valoszinliségi szinteken szignifikansan kiillonbdznek egymastol a Duncan teszt alapjan.

A PSII effektiv kvantumhasznositasat [ Y (I1)] szignifikansan csokkentette a Tm kezelés
a kontrollokhoz képest a VT és a NahG paradicsom novényekben egyarant, mely csokkenés a
transzgenikus novényekben volt a legnagyobb (44. dbra A). A PBA alkalmazasa 6nmagaban
nem befolyasolta a Y(II) paraméter értékét, és a Tm altal kivaltott Y (II) csokkenést csak a NahG
genotipusban enyhitette (44. abra A). A PSII-hoz hasonléan a PSI Y(I) is szignifikdns
csokkenést mutatott a Tm expozicié alatt nemcsak a VT-ban, hanem kiilonosen a NahG
levelekben, ahol a Y(I) értéke szignifikdnsan alacsonyabb volt a Tm-kezelt VT ndvényekhez
képest (44. abra B). A PBA kezelés itt sem hatott oGnmagaban a Y (I) paraméterre, mig a NahG
novények levelében mérsékelte a Tm-indukalta csokkenést (44. abra B). Erdekes modon a
fotokémiai kioltasi egyiitthatd (qP) alapvetden alacsonyabb volt a NahG levelekben, minta VT
novényekében mértek (44. abra C). Ennek ellenére a Tm kezelés csak a NahG novényekben

csokkentette szignifikansan a qP paraméter értékét, amit a PBA egyiittes alkalmazasa a Tm-nel
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mérsékelt (44. abra C). A nem-fotokémiai kioltas (NPQ) paraméter értéke a Tm és Tm+PBA
kezelések hatasara szignifikansan megemelkedett a NahG novényekben a kontrollhoz képest,
¢s a Tm+PBA egyiittes alkalmazasa a VT novények leveleiben is novelte az NPQ értékét
(44. ébra E). Ugyanakkor az NPQ valtozatlan maradt a Tm-indukalta ER-stresszben 1évé VT
novényekben (44. dbra E). A PSI donor oldali limitacidjabol fakadd nem-fotokémiai kioltas
kvantumhatasfokdnak [Y(ND)] értéke szignifikdnsan megnétt a Tm kezelésre,
mely szignifikansan a legmagasabb a NahG novények esetében volt (44. abra D). A Y(ND)
szintén szignifikdnsan magas volt a Tm+PBA egyiittes kezelés hatdsara a VT levelekben,
de alacsonyabb a NahG noévényekben a Tm kezeléssel Osszehasonlitva (44. abra D).
Ugyanakkor a PSI akceptor oldali limitacigjabol fakaddé nem-fotokémiai kioltas
kvantumhatasfokanak [Y(NA)] csokkenése volt megfigyelhetd a Tm kezelés hatdsara mindkét
paradicsom genotipusban (44. abra F). Mindemellett a Y(NA) alapvetden alacsonyabb volt a
NahG levelekben, mint a VT ndvényekben (44. abra F). A PBA kezeléseknek nem volt
szignifikans hatasa a Y(NA) fotoszintetikus paraméterre egyik genotipusban sem,

Osszehasonlitva a megfeleld kontrollokkal (44. dbra F).
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44. abra: A PSII effektiv kvantumhatasfokanak [Y(II); A], a PSI kvantumhatasfokanak
[Y(I); B], a fotokémiai kioltas (qP; C), a PSI donor oldali limitaci6jabol fakadd nem-fotokémiai
kioltds kvantumhatasfokénak [Y(ND); D], a nem-fotokémiai kioltds (NPQ; E), és a
PSI akceptor oldali limitacidjabol fakadd nem-fotokémiai kioltds kvantumhatdsfokanak
[Y(NA); F] valtozasa vad tipusu (VT) és SA hianyos NahG paradicsom novények leveleiben
24 6ras 0,5 pg ml™ Tm, 1 mM PBA, illetve kombinalt kezeléseiket kovetden (Atlag + SE, n=6).
A kilonbozd betlivel jelzett oszlopok P<0,05 valdszinliségi szinteken szignifikansan
kiilonboznek egymastol a Duncan teszt alapjan.

Erdekes modon a PSI koriili ciklikus elektronaramlast (CEF) csak Kismértékben novelte
a Tm kezelés a VT novényekben, és alapbol kicsit magasabb volt a NahG novények levelében
a VT kontrollhoz képest (45. abra A). Ugyanakkor mig a Y(CEF)/Y(II) szignifikansan megnott

a PBA kezelések hatasara a VT novények levelében, addig a NahG novények esetében egyediil
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a Tm emelte az értékét (45. abra B). A Y(CEF)/Y(Il) a kontroll levelek esetében azonban a
NahG ndvényeknél alapbol szignifikansan magasabb volt a VT kontrollhoz képest (45. dbra B).
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45. abra: A PSI koriili ciklikus elektronaramlas (CEF) kvantumhatdsfokanak (Y) mértéke,
[Y(CEF); A] és a Y(CEF)/Y(II) (B) valtozasa vad tipust (VT) és SA hianyos NahG paradicsom
novények leveleiben 24 6ras 0,5 pg mlt Tm, 1 mM PBA, illetve kombinalt kezeléseiket
kovetéen (Atlag + SE, n=6). A kiilonboz6 betiivel jelzett oszlopok P<0,05 valdsziniiségi
szinteken szignifikdnsan kiilonbéznek egymadstdl a Duncan teszt alapjan.
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6. Eredmények értékelése

6.1. A kiilonb6z6 idépontban alkalmazott gomba elicitor, kitozan kezelés hatisa az
SA jelatvitelére és a novények védekezésére

Kisérleteink soran elsoként a CHT napszakfiiggd hatasat vizsgaltuk az SA jelatvitelére és a
novények védekezésére. Az intakt paradicsom novények kiilonb6z6 levélemeleteit felhasznalva
nemcsak a lokalis, hanem a szisztemikus hatast is teszteltiik. A névények patogének elleni gyors
védekezése szempontjabdl ugyanis a lokalis és szisztemikus valaszok optimalis iddzitése
kulcsfontossagu (Liu és mtsai. 2011). Korabban mar leirtdk, hogy a CHT altal indukalt novényi
védekezési valaszok SA-fliggék, mivel azok a NahG ludfii novényekben nem voltak
kimutathatok (Prodhan és mtsai. 2017). El6szor az SA markergénjének, a paradicsom PR1
génnek az expressziojat vizsgaltuk meg a kiilonb6z6 iddpontokban alkalmazott CHT
kezeléseket kovetden. Az SIPR1 relativ transzkript szintjének névekedése mar hajnalban (5:00)
elkezd6dott a CHT-kezelt paradicsom levelekben, €s a nappali korai vilagos szakaszban (9:00)
érte el a maximumat. A legmagasabb SIPR1 expressziot a 21:00 érakor, este a sotétben kezelt
levelekben mértiik masnap reggel 9:00 orakor, ami a CHT altal kivaltott védekezési valaszok
késleltetésére utal ezekben a novényekben, ahol a sztdomak ekkor szintén bezarddtak. Ezzel
szemben a hajnal 4:00 6rakor végzett CHT kezelés egy oraval késébb mar szignifikans SIPR1
expresszio-novekedést okozott lokalisan és szisztemikusan egyarant, és egyben gatolta a
sztomanyitodast is hajnal 5:00 és reggel 9:00 orakor, mely a gyors védelmi valaszok
aktivalodasanak fényfiiggését igazolja. Korabbi vizsgalatok ugyanis azt bizonyitottak, hogy a
CHT gatolja a fény altal kivaltott sztomanyitddast €s indukalja a sztobmazarodast ludfiiben
(Lee és mtsai. 1999; Srivastava és mtsai. 2009; Khokon és mtsai. 2010). Ez a reggeli idépont
kulcsfontossagl lehet a novények védekezési valaszainak szempontjabol, mivel a reggeli
sotét/vilagos atmenet soran mind a vords, mind pedig a kék fény serkenti a sztomak reggeli
nyitddasat, ami eldsegiti a transzspirdciot és a CO» felvételét a fotoszintézishez (Shimazaki €s
mtsai. 2007). Ezenkiviil a fény hatasara a zarosejtek kloroplasztiszaiban keletkez6 ATP
hozzajarulhat a novények fényfliggd sztomanyitodasahoz is (Suetsugu és mtsai. 2014). Ismert
azonban, hogy a CHT kezelés csokkenti a linearis elektrontranszport sebességét (ETR) és az
ioncsatornak aktivitasat is a 16bab (Vicia faba L.) zardsejtjeiben, igy hozzajarul a sztomazarodas
indukalasahoz és/vagy a fény altal kivaltott sztomanyitodas gatldsahoz (Orddg és mtsai. 2011).
Ezenkiviil kimutattak, hogy a CHT erételjes ROS és NO produkcidt okoz a sztdméakban, melyek

a sztdmazaras indukcidjanak jelatviteli elemei (Srivastava és mtsai. 2009). Eredményeink arra
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is ravilagitanak, hogy a CHT kezelések minden esetben sztomazarddast eredményeztek a
hajnali vizsgalati idépontban. Ez a CHT kezelésre adott novényi valasz jelentds lehet, mivel a
normal hajnali sztomanyitodas fertdzési ablakot biztosithat egyes kérokozok szaméra. Igy a
sztobmanyitodas gatlasa vagy a sztOmazaras elOsegitése az egyik legkorabbi védekezési
reakcioja a novényeknek, gatolva ezzel szamos korokozo behatolasat a levél széveteibe
(Karapetyan ¢és Dong, 2018).

Ezzel szemben a CHT-kezelt levelekben a késé délutani ordkban a sztdmak
porusatmérdje nem tért el szignifikdnsan a kontrollokétol, ami szintén a CHT altal indukalt
védekezési valaszok napszakfliggd voltara utal. Délutdn ugyanis a sztomak elkezdenek
bezarddni, €s befejezik a fotoasszimildtumok felhalmozasat (Lawson, 2009). Ez a természetes
cirkadian ora-regulélta valtozas feliilirhatja a CHT altal kivaltott sztémamozgast délutan.
A sztomdk nyitdsat és zarasat meghataroz6 JA/SA hormonegyensuly ugyanis eltérd
délutanonként, ahol a JA szintek mutatnak maximumot (Goodspeed és mtsai. 2012). Ezenkiviil
a szachar6z szintén fontos kapcsoloelem a sztomanyilas méretének valtozasa és a fotoszintézis
kozott (Kang és mtsai. 2007), mely a legnagyobb koncentracidoban a fényfazis kdzepe tajan,
délutan figyelhetd meg. Bar a szachardzkoncentracidé valtozdsa dontéen befolyasolhatja a
sztomak nyitottsagat, de a mogottes jelatviteli mechanizmusok még nem tisztazottak teljes
mértékben (Daloso és mtsai. 2016).

A cirkadian szabalyozds és a fény hatdsainak megkiilonboztetésére sotét kezelést
alkalmaztunk a vilagos fazisban, reggel 8:00 6rakor. A CHT kezelés 1 oran beliil szignifikans
SIPR1 expressziot indukalt a fényben lokalisan és szisztemikusan is. Masok szintén az SA altal
kozvetitett gyors szisztemikus valaszt figyelték meg 2 6rdn beliil a baktériumfert6zott lokalis
levelektdl tavolabbi levelekben dohany novényeket felhasznalva (Jelitto-Van Dooren és mtsai.
1999). Ezek alapjan eredményeink arra utalnak, hogy a CHT kezelést kovetd elsé ora dontd
jelentdségli lehet a szisztemikus valasz kialakuldsdban. Ezzel szemben a sotétség gatolta az
SIPR1 relativ transzkript szintjének novekedését a CHT kezeléseket kdvetden, ami arra utal,
hogy a CHT altal kivaltott SA-fiiggé védekezési valaszok fényfiiggdk lehetnek. Az SIPR1
expresszio valtozasahoz képest a sotétség viszont természetes modon fokozta a sztdbmazarast
(Desikan és mtsai. 2004). Masok azt bizonyitottak, hogy a CHT-indukalt PR1 expresszi6 egy
napon beliil figyelhetd meg, példaul rizs szuszpenzids sejttenyészetben (Lin és mtsai. 2005),
sargarépa levélben (Jayaraj és mtsai. 2009), vagy kivi gyiimolcsében (Hua €és mtsai. 2019),
de a CHT napszak- és fényfiiggd hatasait ezidaig intakt novények kiillonbozo levélszintjeit

felhasznalva még nem vizsgaltak.
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Szamos tanulmany igazolta, hogy a CHT kezelések hossza tavu, akar napokig tartod
hatést fejtenek ki a ndvényekben (Ben-Shalom és mtsai. 2003; Manjunatha és mtsai. 2009).
Ugyanakkor a CHT kezeléseket kovetd elsé oOrdknak dontd jelentdsége lehet a gyors
szisztemikus védekezési valaszok kialakitasaban €s optimalizalasaban, kiilonosen a gyors ROS
produkcié altal (Devireddy ¢és mtsai. 2020). Kimutattak, hogy a H>O felhalmozodasa és a
citoszolikus NAD(P)H elérhetdsége sziikséges a CHT altal kivaltott sztomazarddashoz, mely
soran a ROS szint mar 5 perc elteltével elkezdett emelkedni a sztdomékban (Iriti és mtsai. 2009;
Li és mtsai. 2009; Srivastava és mtsai. 2009). A CHT altal kivaltott oxidativ robbandas altalaban
a kezelést kovetd elsd oran beliil mutat csucsot. A H.O, akkumulacioja a CHT alkalmazasat
kovetden rovid idon beliil elérte a maximumot; 12 perc utdn biza sejttenyészetben, 30 perc utan
Brassica napus levelekben és 50 perccel késobb rizs szuszpenzios sejttenyészetben (Lin és
mtsai. 2005; Paulert és mtsai. 2010; Yin és mtsai. 2013). Rossard és mtsai. (2010) leirtak, hogy
a CHT kezelés utani H202 produkci6 nem korlatozdodott kizardlag a kezelés elso fazisara. Beta
vulgaris levélkorongokkal végzett kisérletek alapjan kimutattdk ugyanis, hogy a H20»
produkcié kettds csticsot mutatott, 1 o6raval a kezelés utan, és egy elhuzodo, 4 6ra utan
észlelhet6 masodik csucsot, részben a Cu/ZnSOD aktivitas fokozddasanak koszonhetden
(Rossard és mtsai. 2010). Erdekes modon kisérletiinkben a H202 szintek nem mutattak
szignifikans valtozast 1 o6rdval a CHT kezelések utan, viszont a szuperoxid-gydkanion
produkci6 fokozddott a paradicsom ndvényekben lokalisan, ami a szisztemikus levelekben még
kifejezettebb volt. Ez a s6tétben elmaradt, ami arra utal, hogy a fény kulcsszerepet jatszik a
CHT-indukalta ROS produkcidban a rezisztencia kialakuldsanak kezdeti szakaszaban. CHT-
kezelt Artemisia annua novények segitségével leirtak a kiilonbozé ROS helyi termelédésének
idoébeli valtozasait is, ahol az eredményeinkhez hasonléan gyors és folyamatos szuperoxid-
gyokanion produkcio volt megfigyelhetd kozvetleniil a kezelés utan, mig a H>O> tartalom csak
ordk mulva kezdett emelkedni, és csak 24 oraval késobb érte el a maximumat (Lei és mtsai.
2011). Mindezen megfigyelések a H2O, helyett a szuperoxid-gyokanionnak tulajdonitanak
kulcsszerepet a novények védekezési reakcidinak gyors indukciojaban a CHT kezelést
kovetden, bizonyos ndvényfajokban. A korai és magas szuperoxid-gydkanion produkciorél
bizonyitottdk, hogy az a NADPH-oxid4z direkt CHT altali aktivalédasanak koszonhetd, mig az
antioxidans rendszer, példaul a glutation-peroxiddz (GPX), a KAT és az APX indukcidja
csOkkentheti a H2O> szintet a CHT kezeléseket kdvetden a névényekben (Prasad és mtsai. 2017;
Turk, 2019; Xu és mtsai. 2020). Emellett a gyors szuperoxid-gyokanion akkumulacio és a
késleltetett H202 termelés a SOD viszonylag lassu aktivalodasaval is magyarazhato

(Lei és mtsai. 2011).
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A védekezéshez sziikséges PR fehérjék az ER-en keresztiil szintetizdlodnak, ahol stressz
koriilmények kozott fokozodik a BiP chaperon felhalmozddéasa, még miel6tt megemelkedik a
PR fehérjék transzlacioja (Carvalho és mtsai. 2014). Az ER stresszt kivaltd, rosszul
feltekeredett vagy fel nem tekeredett fehérjék felhalmozodasa mérsékelhetd az UPR soran,
amelyben a BiP fehérjék akkumulacioja kulcsfontossagl szerepet jatszik, ezaltal fontos UPR
markerként is funkcional (Cheng és mtsai. 2015). Szamos tanulmény igazolta a folyamatban az
SA kulcsszerepét (Wang és mtsai. 2005; Nagashima és mtsai. 2014; Lai és mtsai. 2018). ACHT
altal kivaltott BiP felhalmozodasrdl eldszor Malerba és mtsai. (2012) szdmoltak be platan
sejtszuszpenzidban, amely jelentds valtozasokat okozott az ER szerkezetében. Eredményeink
alapjan mi is fokozott SIBIP transzkriptum felhalmozddast figyeltiink meg a CHT kezelések
utan, ami ER stressz és UPR indukciojara utal a CHT kezelést kdvetden a paradicsom
novényekben. Masok is gyors BiP expressziot tapasztaltak mind lokalisan, mind pedig
szisztemikusan Erwinia carotovora altal kivalasztott sejtfaldegradalé enzim hatasara, ami
atmeneti volt, és egy masik PR fehérje, a B-1,3-glilkandz indukcidja elétt volt kimutathatd
dohanyban (Jelitto-Van Dooren és mtsai. 1999). A BiP felhalmozddasa altalaban szoros
korrelacidt mutatott a génexpresszids adatokkal, azonban ebben az iddpontban a fehérjeszintek
kiilonbségei nem voltak elég markansak ahhoz, hogy szignifikans kovetkeztetéseket vonjunk le
beldlik. Az SIBIP fokozott expresszidjat a CHT-kezelt levelekben a fény hidnya nem
befolyasolta jelentdsen, ami arra utal, hogy a BiP CHT-indukalta expresszioja fiiggetlen a fény
jelenlététol. A szisztemikus SIBiP expressziot és BiP fehérje felhalmozodast korabban még nem
irtdk le, ami tovabbi adatot szolgaltat a CHT altal kivaltott védekezési valaszok pontosabb

megértéséhez intakt novényekben.

6.2. Az SA kezelések fényfiiggé hatasa a ROS metabolizmusara

Az SA kapcsan jol ismert a hormon faj-, szerv-, koncentracio- €s 1dofiiggd hatdsa, azonban
fényfiiggd hatasa kevésbé kutatott (Rivas-San Vicente és Plasencia 2011; Khan és mtsai. 2015;
Sharma és mtsai. 2023). A fény, mint energiaforras, dontéen befolyasolja a fotoszintetikus
aktivitast, ezaltal pedig stressz esetén a kiilonb6zd ROS keletkezését €s metabolizmusat,
elsdsorban a kloroplasztisz, masodsorban mas sejtorganellumok, mint példaul a
mitokondriumok ¢és az ER miikddése révén (Love és mtsai. 2008; Seyfferth és Tsuda, 2014,
Van Aken és Van Breusegem, 2015; Cheng és mtsai. 2016;). Eppen ezért fontos vizsgalni és
megérteni, hogy egy-egy hormon, mint példaul az SA hogyan befolyasolja a névények

védekezését vagy a sejthalal folyamatat fényben és sotétben, és a folyamatban a ROS és a ROS

100



metabolizmusa hogyan és milyen sejtorganellumokhoz kapcsolddva vesz részt. Ismert ugyanis,
hogy az SA altal indukalt védekezési folyamatok a ndvényekben fényfiiggdk, a sdtétben a ROS
¢s az altaluk kialakitott HR késve és kisebb mértékben jelentkezik a fényben mértekhez képest
Pseudomonas syringae pv. tomato fert6zés soran ladfiiben (Genoud és mtsai. 2002). Igazoltak
azt is, hogy az els6 24 6ra donto jelentdségl a fertézéseket kovetden az SA altal indukalt lokéalis
és szisztemikus vélaszok kialakitisdban lidfiiben (Liu és mtsai. 2011). Eppen ezért
vizsgalataink soran ezt az idéintervallumot céloztuk meg feltérképezni. A kiilonb6z6 MAMP-
¢s PAMP-ok hatasara ugyanis az els6 6raban perceken beliil aktivalodik a NADPH-oxidaz,
hozzajarulva a gyors ROS produkcidohoz, mely a lokélis sejtvalasz kialakitdsa mellett a
Devireddy és mtsai. 2020; Fichman és mtsai. 2023). Emellett azt is kimutattak, hogy fert6zések
esetén az SA akkumulécio €és az SA altal indukalt jelatvitel egy korai (0-6 6ra) és egy késdbbi
(6-24 o6ra) fazist mutat a névényekben a transzkripcids valtozasok és a kromatin atrendez6dés
kezelés hatasat vizsgaltuk (0,1 mM; 1 mM), mivel korabbi eredményeink alapjan a 0,1 mM SA
kezelés hatékonynak bizonyult kémiai edzésként a masodlagos sostressz karos hatasai ellen
paradicsomban (Tari, 2002; Szepesi €és mtsai. 2005; Szepesi €s mtsai. 2009; Gémes és mtsai.
2011), mig az 1 mM SA kezelés PCD-t indukalt a paradicsom ndvényekben 24 o6rén beliil
(Poor és mtsai. 2011, 2013).
exogén SA kezelések hogyan befolyasoljak a paradicsom novények kifejlett leveleinek
endogén SA szintjét az id6 fliggvényében fényben a normal fotoperidduson mérve €s sotétben.
A 0,1 mM SA kezelést kovetden az endogén SA szintek 24 6rdn beliil majdnem szazszorosra
néttek, mig az 1 mM SA kezelés hatdsara tobb mint ezerszeresre. A 0,1 mM SA kezelés hatasara
az endogén SA szintek mar a 6 6raban elérték a maximumot, mig az 1 mM SA kezelés hatasara
a 24. oraban volt ez megfigyelhetd. Gharbi és mtsai. (2016) hasonlé megfigyelést tettek, mely
szerint az exogén 0,1 mM SA-val torténd kezelés szazszorosara emelte az endogén SA tartalmakat
az azonos genotipusi paradicsom novényekben. Ugyanakkor méréseink alapjan az SA
kezeléseket kovetd 24. orara a szabad és teljes SA tartalmak esetében a fényen és sotétben
tortént kezelések kozott nem volt szignifikans kiilonbség, igy a fény jelenléte nem befolyasolta
szignifikansan az endogén SA akkumulaciot.

Az exogén SA kezelések novényekre gyakorolt letalis hatdsat az ionkieresztés és a
lipidperoxidacio valtozasai alapjan kovettiik nyomon. Méréseink alapjan az 1 mM SA kezelés

indukalt visszafordithatatlan sejtpusztulast az ionkieresztés valtozasa alapjan (>40%), mely a
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fényben tortént kezelést kovetden volt a legjelentdsebb 24 6ra utan. Korabbi méréseink alapjan
szintén az 1 mM SA kezelés indukalt jelentds ionkieresztést és sejthalalt paradicsom
sejtszuszpenzioban (Podr és mtsai. 2013). Ezzel szemben a 0,1 mM SA kezelés nem okozott
szignifikans valtozast a paradicsom levelek sejtmembran integritasaban. Az 1 mM SA kezelés
hatasara bekovetkezé ionkieresztés fokozodasdval parhuzamosan nétt a lipidperoxidacio
mértékét jelz6 MDA tartalom is, amely az oxidativ karosodas egyik f6 indikatora (Sharma és
mtsai. 2012). Az MDA tartalom mar a 6. 6rdban fokozddott €s a 24. drara még tovabb nétt az
1 mM SA kezelés esetében, mely szintén magasabb volt a fényben a sotétben tortént kezeléshez
képest. Eredményeink tehat nemcsak az SA membranintegritasra, az oxidativ stresszre ¢és a
sejthaldl indukciora gyakorolt hatdsanak koncentraciofiiggését erdsitik meg, hanem annak
fényfliggd hatasara is utalnak.

Méréseink soran azt is kimutattuk, hogy az alkalmazott SA kezelések az 1d6
fliggvényében befolyasoljak a szuperoxid-gydkanion produkcidt és a H2O» szinteket a
paradicsom novények leveleiben, melyek a fény jelenlétében vagy hidnydban masként
alakulnak. Eredményeink megerdsitették, hogy az SA kezelések gyors ROS produkciot
indukdlnak a ndvényekben és mar a kezeléseket kdvetd elsé ordban szignifikdnsan fokozddott
a szuperoxid-gyokanion produkcidé mindkét alkalmazott SA kezelés esetében, mely a 24. 6raban
csak a magasabb, 1 mM SA kezelést kdvetden volt kimutathat6. Ezzel parhuzamosan a H20>
szintek is nottek az SA-kezelt levelekben a fényen, és kés6bb, kisebb maximummal mutatott
csticsot a sotétben. Az 1 mM SA kezelés magasabb szuperoxid-gyokanion és H202
akkumulacidt indukalt a megvilagitott levelekben, mint a 0,1 mM SA vagy a sotétben tortént
I mM SA kezelés. A kezdeti ROS termelés hidnya a sotétben a letdlis SA koncentracio
alkalmazasa mellett arra utal, hogy az SA-indukalta ROS produkci6 nagymértékben fiigg a fény
jelenlététdl. Van Aken és Van Breusegem (2015) tanulmanya megerdsiti, hogy a ROS
produkci6 korai cstucsa kozvetve a plazmamembran-lokalizalt NADPH-oxiddz vagy mas
energiatermeld sejtorganellum mitkddésébdl szarmazik, mint példaul a kloroplasztiszok vagy a
mitokondrium. Kordbban megfigyelték, hogy a biotikus stressz altal kivaltott kétfazisi ROS
produkci6 megeldzte a sejthaldlt a ndovényekben. Ennek részeként a ROS szintjének elsd
maximumat percekkel a kezdeti inger utan mérték, a masodik, intenzivebb robbanas pedig
néhany oraval késébb kovetkezett be a stressz hatdsara (Dat és mtsai. 2003; Van Aken és Van
Breusegem, 2015). Az els6 maximum egy iniciald robbanas (,,priming burst”), amely beinditja
a sejthalal folyamatat a sejtekben. A ROS produkcié hasonlé kinetikdjat mértiik korabban a

letalis sostressznek kitett paradicsom ndvényekben (Takacs és mtsai. 2017), és kétfazisu
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etiléntermelést figyeltek meg H2O2 kezelésnek kitett dohanylevél korongokban is, ami sulyos
szovetelhalashoz és PCD-hez vezetett (Wi és mtsai. 2010).

A ROS produkcioban kitiintetett szereppel birnak a plazmamembran-lokalizalt névényi
NADPH-oxidazok (RBOH), melyek apoplasztikus ROS-t termelnek azaltal, hogy az
apoplasztban a molekularis oxigént szuperoxid-gyokanionra redukaljak, és redukaldszerként
citoplazmatikus NADPH-t hasznalnak fel. A ladfii genomjaban 10 RBOH-ko6dolo gén talalhato,
melyek kapcsan kimutattak, hogy a kiilonb6z6 izoformak eltérd folyamatokban vehetnek részt.
Ezek az enzimek feleldsek a gyorsan mozgd ROS jel generalaséért az apoplasztban, ezaltal
kozvetitve a szisztemikus stresszvalaszt szdmos abiotikus €s biotikus stressz esetén (Jasper és
Kangasjirvi, 2010). A paradicsom ndvényben leirt RBOH1 egy olyan homoldg, amelyet a Ca?*
és a Ca®*-fliggd foszforilacio aktival (Sagi és Fluhr, 2006). Az SA NADPH-oxidaz aktivitsra
¢s ROS produkciora gyakorolt hatdsat mar korabban leirtdk (Agarwal és mtsai. 2005),
de sotétben eddig még nem vizsgaltak. Méréseink alapjan a NADPH-oxidaz aktivitdst mar az
1. 6ratdl kezdédden fokozta az 1 mM SA kezelés, de csak a 6. 6ratdl emelkedett meg
szignifikansan a 0,1 mM SA kezelés esetében a fényen. A NADPH-oxidaz alegységét kodolo
az elsé oraban a fényen. Sotétben azonban az 1 mM SA kezelés esetében korai expresszio-
novekedést figyeltiink meg, ami enzimaktivitas szinten elmaradt. Ez arra utal, hogy mig az
SIRBOH1 gén expressziojat mindkét SA kezelés fokozta a megvilagitott névényekben, addig
az enzimaktivitas nagyobb mértékben nétt a sejthalalt indukaldo SA koncentracional, azonban
csak a fényben. A NADPH-oxiddz miikddése kozben termelddott szuperoxid-gydkanion a
sejtfalban H.O2-vé alakulhat kiilonboz6 enzimek kozremiikodésével, mint példaul a
peroxidazok, az oxalat-oxidaz €s amin-oxidazok hatisara (Jimenez-Quesada és mtsai. 2016).
A NADPH-oxidaz altal termelt ROS a kloroplasztisz ROS produkcioval is kapcsolatba keriilhet
(Miller és mtsai. 2009). A fotoszintetikus elektrontranszport gatlasa stressz koriilmények kozott
tulzott gerjesztési energidhoz ¢s ROS képzddéshez vezethet, ami befolyasolhatja a redox
homeosztazist patogéntamadas és abiotikus stressz esetén is. Igy a szovetek megvilagitasa és
ennek kovetkeztében a kloroplasztiszok altal generalt ROS a sejthalal egyik modulétora lehet.
Emellett azt is megfigyelték, hogy a HR indukcidjanak részei a kloroplasztiszbdl szarmazo és
az SA éltal indukalt jelek, valamint azok kolcsonhatasa is (Genoud és mtsai. 2002). Korédbban
megfigyeltiik, hogy az SA fokozta vagy nem befolyasolta szignifikansan a paradicsom
novények fotoszintetikus aktivitdsat 0,001-0,1 mM koncentracid6 intervallumban,
de fotoinhibiciot okozott az 1 mM SA, mely gatolta a fotoszintetikus elektrontranszportlanc

mikodését paradicsom novények levelében (Podr és mtsai. 2011). Ez azt jelenti, hogy a
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fotoszintetikus apparatus ROS produkcidja megnovekedett a letdlis SA koncentracio
alkalmazasa esetében. Mivel az antioxidans enzimeket kodolé gének és a nem-enzimatikus
antioxidansok szintézisében részt vevé gének a sejtmagban kddoltak, a kloroplasztiszokbodl
szarmazo jelek, mint példaul a fotoszintetikus elektrontranszportlanc mitkodésének gatlasa, a
redox homeosztazis valtozasai, a szinglett oxigén fokozott termelése és mas ROS produkcidja
(szuperoxid-gyokanion és H20») at kell, hogy jussanak, mint jelek a sejtmagba (Mittler és mtsai.
2011). Ez aretrograd jelatvitel az SA-indukalt jelatvitellel kombinalva eredményezi a védekezd
gének aktivalodasat, vagy indukalja a genetikailag kodolt sejthalalt.

A novények tobb olyan antioxidans enzimmel rendelkeznek, amelyek a ROS
mennyiségét a kdros szint alatt tartjadk. A folyamat elsé 1épéseként a szuperoxid-gydkaniont
molekularis oxigénné és H2O2-vé torténd dizmutaciot a SOD izoenzimek végzik (Alscher és
mtsai. 2002). Méréseink alapjan csupan az 1 mM SA kezelés fokozta szignifikansan a SOD
aktivitasat az SA kezelések korai fazisaban a fényben. Ezzel szemben az SA kezelések 24.
orajaban mindkét alkalmazott SA kezelés novelte a SOD aktivitast a paradicsom novények
leveleiben. Jol ismert, hogy az egyes SOD izoenzimek egymastol fliggetleniil szabalyozodnak
a kiilonbozo sejtorganellumokban (Attia és mtsai. 2009). Méréseink alapjan leginkdbb a
kloroplasztikus SICu/ZnSOD és a mitokondrialis MNnSOD gének expresszidja fokozodott az
1 mM SA-val kezelt levelekben a fényen, mig a 0,1 mM SA kezelés esetében nem volt jelentds
valtozas kimutathatd. Ez arra utal, hogy az oxidativ stressz aktivalhatja a kloroplasztikus
Cu/ZnSOD és a mitokondrialis MNSOD expressziojat a fényen. Hasonlo eredményeket kaptak
masok is a Cu/ZnSOD ¢és MnSOD aktivitas vizsgalata kapcsan oxidativ stressz alatt,
metilviologénnel kezelt ludfii novényekben (Alscher és mtsai. 2002).

A SOD altal termelt H2O> karos szintjét tobb enzim, példaul a KAT, az APX vagy a
POD regulalhatja. A KAT-ok {6 csoportjai koziil az I. osztdlyd KAT enzimek erdsen
expresszalodnak a levelekben, fényfiiggdk €s részt vesznek a fotorespiracio soran keletkezd
H>0; eltavolitasaban. A Il. osztalya KAT enzimek foként a vaszkularis szovetekben talalhatok,
a III. osztalyba tartozo KAT enzimek pedig a peroxiszomakban lokalizdlodnak. Egyes KAT
izoenzimek expresszidjat a cirkadian ora szabalyozza (Luna és mtsai. 2005). Ismert, hogy a
KAT fehérje érzékeny a fotoinaktivacidra, ami az enzimaktivitas csokkenéséhez vezet, emellett

bizonyitott, hogy a KAT aktivitdsat az SA gatolja (Agarwal és mtsai. 2005; Horvath és mtsai.

crc
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SIKAT3 gének expresszidjat 6 ora elteltével a fényben.
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A masik H2Oz-semlegesitd enzim, az APX aktivitasa mutatta a legjelentdsebb
fényfiiggést az SA kezeléseket kovetden. Az elsd ordban az APX aktivitas nem valtozott
szignifikansan az SA kezeléseket kovetden a fényben, ami a KAT aktivitas gatlasaval
parhuzamosan hozzajarulhat a H>O; felhalmozodasahoz. Késobb, a 6. és 24. 6raban az APX
aktivitas nott és a citoszolikus izoenzimeket kodold SIAPX1 és SIAPX2 gének relativ transzkript
szintje is megemelkedett a megvilagitott levelekben az 1 mM SA kezelés esetében. Erdekes
moddon az APX aktivitasa csak kismértékben valtozott a sotétben. Korabban azt bizonyitottak,
hogy az SA nemcsak az APX aktivitast, hanem az aszkorbattartalmat is megnovelte szamos
novényben, amely az APX enzim koszubsztratjaként fontos szerepet tolt be abban, hogy az
enzim katalizdlja a H202 vizz¢é torténd atalakulasat az aszkorbat-glutation ciklus részeként
(Khan és mtsai. 2015). Hasonl6é eredményeket kaptunk az AsA felhalmozodasdban az SA
elékezelést kapott és sostressznek kitett paradicsom novényekben is (Tari és mtsai. 2015).
Ugyanakkor az SA APX aktivitasra gyakorolt fényfliggd hatasat eddig még nem vizsgaltak. Az
APX aktivitas valtozasahoz hasonldéan a POD aktivitasa szintén szignifikdnsan megemelkedett
az 1 mM SA kezelés hatdsara, de csak késébb, a 24. o6raban, mindkét kornyezeti koriilmény
kozott, viszont magasabb szinttel a fényben. A POD aktivitds viszont hozzajarulhat a H2O>
sOtétben torténd lebomlasahoz, ami kiilondsen fontos KAT és APX indukcid hidnyaban az SA

kezeléseket kovetden.

6.3. Az SA Kkezelések fényfiigg6 hatiasa a fotoszintetikus aktivitasra és a
kloroplasztiszokra

A ROS metabolizmus alakuldsdban kulcsszerepet jatszanak a kloroplasztiszok ¢és a
fotoszintetikus aktivitas (Mateo €s mtsai. 2006; Love és mtsai. 2008; Janda ¢és mtsai. 2014;
Seyfferth és Tsuda, 2014), igy az SA ezekre gyakorolt hatasat, valamint annak fényfiiggését
vizsgaltuk a tovabbiakban.

Eredményeink azt mutattak, hogy az 1 mM SA-val végzett exogén kezelés az Fu/Fm
értek szignifikans csokkenését okozta, fliggetleniil attol, hogy a kezelés soran jelen volt-e vagy
hianyzott a fény. Meglep6 modon a 0,1 mM SA kezelés szignifikans hatast gyakorolt a qL
paraméterre azaltal, hogy fokozta a PSII reakciocentrumainak zarasat a 24 6ras sotét inkubacid
utan. Korabban mar megfigyeltiik, hogy az SA koncentraciofiiggé modon (Podr és mtsai. 2011)
¢s az 1d6 figgvényében (Poor és Tari, 2012) csokkentette az Fu/Fm értéket a paradicsom
novényekben, de ez a hatas fiigghet a fényintenzitastol (Karpinski és mtsai. 2013). Ez azonban

az elsd megfigyelés, amely szerint a 24 Oras sotét inkubacid is befolyasolta az SA hatasat a
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fotoszintetikus elektrontranszportlanc aktivitasara. Ezenkiviil kordbban csupan néhany
tanulmany vizsgélta az SA hatasat a PSI aktivitdsara (Janda és mtsai. 2012), a részletes
ismereteink a hormon kapcsan még hianyosak.

A vizsgalt fotoszintetikus paraméterek koziil a Y (II) és Y(I) a s6tétben kezelt mintakban
a 0,1 mM SA-val tortén6 kezelés hatasara szignifikdnsan lecsokkentek, mellyel parhuzamosan
nétt a Y(CEF) és a Y(NPQ), mely azonban a Y(NO) jelentds ndvekedésével is egyiitt jart. Ezek
a valtozasok parhuzamosan magasabb Y(ND) értékkel jelentkeztek, mig a Y(NA) nem valtozott
szignifikdnsan, ami azt jelenti, hogy a Y(I) leszabalyozottsaga PSII eredetii. A fokoz6do CEF
védelmet nytjthat a PSII fotoinhibicidja ellen azaltal, hogy a tilakoid membranon keresztiil
nagyobb proton gradienst generdl az elektronok atvitelével a PSI-rél a plasztokinonra
(Takahashi és mtsai. 2009). A CEF-nek azonban fontos szerepe van a PSI fotoinhibicidjanak
megel6zésében is, mivel a felesleges elektronaramot az oxigénre iS disszipalhatja, ami
szuperoxid-gyokaniont generalhat. A szuperoxid-gyokaniont ezutan a viz-viz ciklus
mechanizmusa artalmatlanitja (Ort és Baker, 2002). Az SA hatasara bekovetkezé Y(NPQ)
novekedés jol jelzi a fotoprotektiv mechanizmusok aktivalodasat, amelyek leginkabb a xantofill
ciklushoz ¢és a tilakoid membranokon ativeld ApH kialakuldsdhoz kapcsolédnak. Habar a
Y(CEF) és Y(CEF)/Y(II) valtozésa pozitiv korrelaciot mutat a Y(NPQ) értékével (Miyake ¢és
mtsai. 2010; Lei és mtsai. 2014; Zhang és mtsai. 2014), a tilakoid membranokon ativel6 ApH
kialakulasat és ezaltal a Y(NPQ) novekedését részben CEF-fiiggetlen mechanizmusok
(pl.: NAD(P)H-oxidoreduktaz-fliggd fotorespiracio) (Miyake és mtsai. 2010) vagy akar mas,
SA kezeléseket kovetden a sotétben. Ugyanakkor a 0,1 mM SA kezelés csak nagyon kis
valtozast okozott a fényben alkalmazva a Y(II) és Y(I), a Y(NPQ) és a Y(ND) fotoszintetikus
paraméterek tekintetében.

A Y(IT) és Y(I) paraméterek értékeit az 1 mM SA kezelés szintén csokkentette a
paradicsom novények leveleiben, azonban ezek a csokkenések eltérd hattérfolyamatra utalnak
a fényen ¢€s a sotétben kezelt ndvények esetében. A fényen tortént kezelések esetében a magas
CEF Aéltal indukalt NPQ hatékonyabban védheti a fotokémiai rendszereket. Ezzel szemben a
sotétben kezelt levelek esetében a CEF kevésbé volt hatékony, ezért a Y(NO) jelentésen
megnétt. Ezek a megfigyelések az Fo enyhe ndvekedésével parhuzamosan arra utalhatnak, hogy
a PSII szuperkomplex karosodhatott az SA kezelés hatasara. Az NPQ mechanizmusok azonban
képesek eloszlatni az LHCII altal elnyelt tobbletenergiat, és az antioxiddns rendszerrel
egyiittmiitkddve enyhiteni tudjdk az SA altal indukalt ROS fotoszintetikus apparatusra gyakorolt
karos hatdsait (Miiller és mtsai. 2001). Eredményeink alapjan az SA kezelések mind a Y(CEF)-
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et, mind pedig a Y(NPQ)-t szignifikansan fokoztak, kiilondsen a sotétben alkalmazott 0,1 mM
SA kezelés esetében, ami arra utal, hogy a s6tét inkubacid utdn nagyobb sziikség van a fényvédo
mechanizmusok aktivacidjara. Korabban lucfenydben éjszaka vizsgaltdk a fény hianyanak
hatasat a klorofill fluoreszcencia paraméterekre (Rohacek és Bartdk, 1999). Ekkor azt talaltak,
hogy a klorofill fluoreszcencia indukcidés paraméterek koziill mar 6 oOra soOtétség utan
megndvekedett az NPQ értéke, ami csokkent Y(II) értékkel tarsult. A fotoszintetikus apparatus
SA kezelés altal kivaltott karosodasat a fokozott fotoprotektiv mechanizmusok is enyhithetik,
amelyek sotétben az alacsonyabb SA koncentracio esetében még hatékonyabbak voltak. Az SA
expozicid ilyen koriilményei kozott a klorofill a+b és karotinoid tartalmak nem csokkentek
szignifikansan, igy ezek nem befolyasoljak a klorofill fluoreszcencia indukcids paraméterek
valtozasait.

A fotoszintetikus termékek felhalmozodasa is eltérd volt az SA kezeléseket kovetden a
két kiilonbdzd kornyezeti tényezd mellett a vizsgéalt paradicsom ndvények leveleiben.
A sotétség szignifikdnsan csokkentette a keményitd- és oldhatd cukortartalmat a kontroll
levelekben, de ezt az SA kezelés nem befolyasolta jelentésen a sotétben. Az SA kezelések
azonban jelentds valtozasokat okoztak a szénhidrittartalomban a fényben alkalmazva. Az 1
mM SA kezelés szignifikansan csokkentette a keményit6 tartalmat, de novelte ezekben a
levelekben az oldhat6é cukortartalmat. A szacharéz és a glilkdz magas szintje kivalthatja a
levelek oOregedését és fokozhatja a programozott sejthalalt (van Doorn, 2008), igy a
keményitészintézis hidnya és az oldhatd cukrok egyidejii felhalmozodasa hozzajarulhat a
sejthalal meginditdsdhoz a magasabb, 1 mM-os SA koncentracié esetében.
vulgare L.) novényekben irtak le (Uzunova és Popova, 2000). A mi eredményeink paradicsom
novények leveleiben azonban elsdként igazoltdk, hogy a kloroplasztiszok szerkezetére
gyakorolt SA hatés a fény jelenlététdl vagy hianyatol is fligg. Az SA kezelések az alkalmazott
koncentraciok fliggvényében csokkentették a kloroplasztiszok teriiletét a fényben, de ez a
paraméter allando €s fliggetlen maradt az SA kezelésektdl a sotétben. A kloroplasztiszok alakjat
és teriiletét is meghatarozhatja azonban a keményitdszemcsék jelenléte és mennyisége, amit a
napiritmus is szabalyoz (Gebauer és mtsai. 2017; O'Leary és mtsai. 2017). Erdekes modon a
kloroplasztiszok teriilete a keményitészemcsék szamaval parhuzamosan jelentdsebben
csokkent a fényben, de a granumok magassaga a sotétben tortént SA expozicid utdn még
erdteljesebben csokkent a fényben mértekhez képest. Ezenkiviil megfigyelhettiik a tilakoid
membranok hosszi, hullimos torzuldsat és a lumen tagulasat az 1 mM SA kezelést kovetden a

fényben. A granumok szerkezeti stabilitasa és optimalis mérete a PSII-LHCII szuperkomplex
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kialakulasatol fiigg (Kirchhoff, 2014). Eppen ezért a PSII-LHCII szuperkomplex valtozasai,
mint példaul az LHCII szamanak csokkenése (Kim és mtsai. 2009) és/vagy a PSII
mennyiségének csokkenése (Iwai és mtsai. 2014) befolyasoljadk a granumok képzddést és
csokkentik azok méretét. Ezenkiviil a fotoszintetikus membranok gazdagok nem-
foszfortartalmu és toltetlen glicero-glikolipidekben. Ezeknek két {6 tipusa, a monogalaktozil-
diacilglicerol (MGDG) és a digalaktozil-diacilglicerol (DGDG) szintén szerepet jatszik a
kloroplasztiszok fotokémiai rendszereit felépitd fehérjekomplexek stabilizaldsdban (Rocha és
mtsai. 2018). A kozelmultban megfigyelték, hogy az 1 mM SA kezelés megvaltoztatta az
MGDG/DGDG aranyt és csokkentette az MGDG szintet lenlevelekben (Linum usitatissimum
L.), ami hozzajarulhat a kloroplasztisz membranok biogenezisében ¢és stabilizalodasaban
bekovetkez6 valtozadsokhoz (Belkadhi és mtsai. 2015). A klorofill fluoreszcencia indukcios
paraméterek koziil az Fu/Fm és a Y(II) csokkenése az 1 mM SA kezelés hatasara, amit az Fo
enyhe novekedése is kisért mind fényen a normal fotoperioduson, mind pedig a sététben
alkalmazva, arra utal, hogy a PSII szuperkomplex karosodhatott és/vagy a D1 ,turnovere”
gatlodhatott. Az SA fontos szerepet jatszik a tilakoid membranfehérjék szintézisének
szabalyozasaban kiilonboz6 kornyezeti stresszorok jelenléte esetén. Erdekes modon Chen és
mtsai. (2016) leirtdk, hogy a 0,25 mM SA kezelés novelte a kéthetes buzapalantik
kloroplasztiszainak D1, Lhcb3 és Lhcb6 tartalmat, de nem valtoztatta meg az Lhebl, Lheb2,
Lhcb4 és Lheb5 tartalméat 24 ora elteltével. Ezenkiviil masok leirtak, hogy a 0,3 mM SA kezelés
képes volt befolyasolni a DI fehérje ,turnoverét” a buzalevelekben 1évd protein kinazok
aktivitasanak szabalyozasan keresztiil (Zhao és mtsai. 2011). Ugyanakkor Gao és mtsai. (2018)
megfigyelték, hogy a D1 és a f6 PSII ¢€s PSI fehérjék mennyisége szignifikansan csokkent mar
0,6 mM SA jelenlétében Chlamydomonas reinhardtii algaban, és az SA a tilakoid
fotooxidativ stressz 6 célpontja (Kirchhoff, 2014), amelyet az SA indukélhat a
kloroplasztiszokban (Poor és Tari, 2012). Igy a D1 fehérjeszint csokkenése potencialisan
hozzajarulhat a granumok magassaganak csokkenéséhez, amit fénystressz esetén korabban mar
leirtak (Herbstova és mitsai. 2012). Kirchhoff és mtsai. (2011) a sotéthez és a fényhez
alkalmazkod¢ ludfii levelekben azt figyelték meg, hogy a granumtilakoid lumene jelentésen
megakadalyozott. A lumen tagulasa lehetdvé teheti a luminalis Deg proteazok érintkezését a
PSll-vel, hozzajarulva a fénykarosodott PSII fehérjék helyreallitasahoz (Kirchhoff, 2014).
Ezenkiviil Mishev és mtsai. (2011) kimutattdk, hogy a D1 fehérje lebontasaban szerepet jatszo

Degl és FtsHS kloroplasztikus proteaz gének expresszidja gatolt a 1udfii névények leveleiben
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a sotétben, ami arra utal, hogy ezek a proteazok foként a megvilagitott levelekben miikodnek.
Ezek az eredmények mind arra utalhatnak, hogy a PSII reakciokdzpontoknak nagyobb

helyreallito kapacitasra van sziikségiik fényben az 1 mM SA kezelés utdn, mint s6tétben.

6.4. A hexokinazok és szerepilk az SA-indukalta mitokondridlis ROS
produkcioban

Ahogy a korabbiakban lathattuk, a fény nemcsak a ndvények novekedésében és fejlodésében,
hanem a védekezési reakcidikban is kozponti szerepet jatszik. Emellett sziikséges a
fotoszintézishez és mas metabolikus vagy transzkripcios folyamatokhoz egyarant (Kangasjarvi
¢s mtsai. 2012; Zhang és Zhou, 2013; Ballar¢, 2014). Ismert, hogy a sotétség fokozza a levelek
oregedését, ami eltérd egy-egy arnyékhatasnak kitett levél vagy a sotétbe keriilt egész ndvény
esetében (Weaver és Amasino, 2001; van Doorn, 2008). A sotétség altal kivaltott dregedés
jelentds klorofillvesztést, a fotoszintetikus aktivitds csokkenését és a cukoranyagcsere
megvaltozasat eredményezi, aminek az egyik f& szabalyozéd enzimje a HXK (Bolouri-
Moghaddam ¢és mtsai. 2010). Ugyanakkor egyes tanulmanyok szerint a HXK-ok kulcsszerepet
jatszanak a levelek oregedésének szabalyozasaban is, azaltal, hogy gatoljadk a mitokondrialis
permeabilitasi tranzicids porus kialakulasat (Sarowar és mtsai. 2008; Godbole és mtsai. 2013).
Azonban a HXK-ok aktivitasa és génexpresszios valtozasa a kiillonb6z6 levélpozicidkban a
sOtétség altal indukalt oregedés esetén tisztazatlan maradt.

Kordbban mar leirtdk, hogy a HXK aktivitast a cirkadian oOra szabalyozza,
dohénylevélben a fényperiddus alatt enyhén emelkedik, mig éjszaka lecsokken (H&usler és
mtsai. 2000). Eredményeink hasonld tendenciat mutattak a kifejlett paradicsom ndvények
leveleiben, azonban kiilonbségek voltak megfigyelhetdk a kiilonbozo levélemeletek alap HXK
aktivitasdban. A mérések alapjan kontroll koriilmények kozott a kifejlett paradicsom levelekben
volt a legnagyobb a HXK aktivitas, a legalacsonyabb pedig az 6reg levelekben volt mérhetd.
A kifejlett levelekben a HXK aktivitas a fényperiddus 6-9. érajaban érte el a maximumat, és a
sotét kezelés korai szakaszaban is magas maradt. A fiatal levelekben a HXK aktivitéas
maximumat a fényperiodus masodik harmadaban mértiik, ami arra utal, hogy ebben az
idoszakban a forraslevelek jobb szénhidrat-ellatottsagra kertiltek. Ezzel szemben a HXK
aktivitas mar 6 oras sotétség utan minden levélszinten gétolt volt.

Eredményeink azt is felfedték, hogy a négy azonositott paradicsom HXK gén 1d6- és
levélspecifikus expresszidt mutatott a normal fotoperiodus mellett. A legmagasabb expressziot

a kifejlett levelekben tapasztaltuk, kiilonosen a mitokondrialis SIHXK1 és a kloroplasztikus
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SIHXK4 transzkript szintek esetében a fényperiodus masodik felében. A HXK-ok cirkadian
szabalyozasaért felelds cisz-hatd elemeket nemcsak a paradicsom, hanem a kukorica HXK-
promoter szekvencidiban is leirtdk (Zhang és mtsai. 2014). A kiilonb6zd koru levelekben
megfigyelt expresszidos mintdzatok meghatarozhatjak a HXK-ok enzimaktivitasat a forras és
felhasznal6d szervekben. Korabban azt talaltak, hogy a sotét kezelés az AtHXK1 expressziojat
fokozta ludfii levelekben (Buchanan-Wollaston és mtsai. 2005). Eredményeink azt mutattak,
hogy az SIHXK-k expresszidja szintén szignifikansan megvaltozott a sotét kezelést kdvetden
6 oran beliil, és szignifikans valtozasokat mutatott levélspecifikus modon is. Az SIHXK1 és
SIHXK4 expresszioja csokkent a kifejlett paradicsom levelekben, és gatolt volt a normal
fotoperiodushoz képest a sotétkezelés hatasara, de ezen HXK gének relativ transzkript szintje
szignifikansan megemelkedett 6 ¢és 24 ora elteltével az Oreg levelekben. A kiilonbozo
levélpozicidkban 1évd eltérd expresszids mintazatok a HXK gének expresszidjanak eltérd
hormonalis és metabolikus szabalyozasara utalhatnak a sotétség altal indukalt oregedési
folyamatok soran intakt névényekben.

hogyan hatnak a HXK enzimaktivitdsra és a gének expressziojara normal fotoperidduson a
fényben. A méréseink alapjan az SA kezelések 6. 6rajatol szignifikansan lecsokkent a HXK
aktivitads €s a vizsgalt paradicsom HXK gének expresszidja az intakt paradicsom novények
kifejlett leveleiben. A HXK-ok aktivitasanak és transzkripciojanak csokkenése jo 6sszhangban
van a levélszovetekben mért magasabb gliik6z szintekkel az SA kezeléseket kovetden.
A gliikoz, mint szubsztrat befolyasolhatja a HXK-ok gliikkokinaz aktivitasat, igy hatassal lehet
a mitokondrialis és a fotoszintetikus cukoranyagcserére is (Zhang és Xing, 2008). Ezenkiviil a
HXK aktivitas gatlasa vagy az mtHXK alacsony szintje hozzajarulhat az SA altal kivaltott
mitokondrialis ROS termeléshez és a mitokondriumokbdl torténd cyt ¢ kiszabadulasahoz a
levélsejtekben (Camacho-Pereira és mtsai. 2009; Godbole és mtsai. 2013).

A novényi levelekben a sejthalalt kiilonb6zd citologiai folyamatok ¢€s specifikus
morfologiai valtozasok kisérik, mint példaul a kromatin aggregacidja €s a DNS fragmentécioja.
metabolizmusaban is bekovetkezd valtozasok (Lam és mtsai. 2001), a mitokondriumok
integritdsanak elvesztése és a mitokondriumokbol torténd cyt ¢ kiszabaduldsa, mely a sejthalal
proteazok altali végs6 végrehajtasa elott megy végbe (Dat és mtsai. 2003). Eredményeink
alapjan elmondhato, hogy az SA expozicid a mitokondridlis krisztdk SA koncentraciotol fliggd

dezorganizaciojat, a mitokondriumok duzzadasat és vakuolizacidjat, valamint a cyt C
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kiszabadulasat okozta a mitokondriumokbol a paradicsomlevelek paliszad parenchima
sejtjeiben, 24 6raval az 1 mM SA kezelést kdvetden.

A cyt ¢ kiszabaduldsa mellett, a levelekben mért eredményeknek megfeleléen az
mtHXK aktivitas szintén szignifikansan csokkent az SA kezelésnek kitett novények leveleibdl
izolalt mitokondriumokban. Eppen ezért az mtHXK aktivitas gatlasa és az mtHXK expresszio
alacsony szintje hozzéjarulhat a fokozottabb mitokondridlis ROS produkcidhoz a 24 oras 1
MmM-os SA kezelést kovetéen (Camacho-Pereira és mtsai. 2009; Godbole és mtsai. 2013).
Ezenkiviil a COX aktivitas csokkenése az 1 mM SA kezelés hatdsara a mitokondriumok kiilsé
membranjainak 24 6ran beliili szétesését jelzi.

A mitokondrialis ETC a ROS termelés és az ATP szintézis egyik f0 helyszine, mely
nagymértékben fiigg a belsé mitokondridlis membranon ativeld protongradiens altal generalt
A¥m-t61 (Meller, 2001). A A¥m disszipaciojat figyelték meg cukorrépaban (Beta vulgaris L.)
¢s sarga csillagfiirt (Lupinus luteus L.) etiolalt csirandvények szikleveleiben az SA kezeléseket
kovetden, mivel az SA az alkalmazott koncentraciotol és a kezelés iddtartamtol fiiggéen
gatolhatja a mitokondrialis ETC-t (Shugaev és mtsai. 2014). Camacho-Pereira és mtsai. (2009)
burgonyagumo-szovetek (Solanum tuberosum L.) segitségével kimutattak, hogy az mtHXK
aktivitas kulcsfontossagu, ,,megeldz6 antioxidans™ szerepet jatszik azaltal, hogy az alapallapoti
ADP ujrahasznositasi mechanizmusa révén csokkenti a mitokondrialis ROS képzodését. Ezzel
parhuzamosan az O fogyasztds novekedését figyelték meg a mtHXK gliik6zzal tortént
aktivalasa utdn, ami arra utal, hogy az ETC sebessége gliikoz jelenlétében is fokozddik
(Camacho-Pereira és mtsai. 2009). Kisérleteink soran a mitokondrialis ROS és NO produkcid
szintén megemelkedett a  kifejlett paradicsom ndvények leveleibdl szarmazo
mitokondriumokban, miutan szukcinatot és ADP-t adtunk a rendszerhez. Mindazonaltal a
mitokondrialis ROS termelés csak kismértékben csokkent a gliikkoz hozzédadasaval ezekben az
SA-kezelt mintdkban. A HXK inhibitor NAG alkalmazéasa ugyanakkor jelentdsen megndvelte
a kontroll és az SA-val kezelt mitokondriumok ROS produkciojat, kiilondsen a 0,1 mM SA
kezelés esetében. Bar az NO produkcid jelentds SA koncentracio-fliggdséget mutatott, a gliikkoz
vagy NAG alkalmazdsa nem befolyasolta jelentdsen ezekbdl a mintakbol az NO
felszabadulasat. Ezen tilmenden az NO képzddésének forrasa és mechanizmusa nem teljesen
ismert a mitokondriumokban. Szamos faj levélszovetébdl (pl.: Pisum sativum L.) szarmazo
mitokondriumok még anoxia alatt sem termeltek jelentds mennyiségii NO-t, de mas fajokban,
példaul dohény és arpa sejtszuszpenzid géazfazisaban az NO kibocsatdsa nanomolaris
tartomanyban mérhetd volt 6zon {itkdzéses gdzfazisu kemilumineszcencia segitségével

(Gupta és mtsai. 2011b). Mivel konstitutiv NOS-szer(i aktivitds nem talalhatdé a novényi

111



mitokondriumokban, rendszeriinkben kizarhato az L-arginin eredetii NO képz6dés, illetve a
mitokondrialis ETC altali nitritredukcié is a hozzaadott nitrit hinyaban. Igy a DAF

fluoreszcencia kémiai természete ebben a rendszerben nem ismert.

6.5. Az SA szerepe a ROS metabolizmusban ER stressz soran

A kovetkezdkben megvizsgaltuk a kiilonboz6 védekezéssel kapcsolatos novényi hormonok
(SA, JA, ET) ER stressz ¢s UPR soran betdltott szerepét, mely kapcsan megmértiik az SIBiP
gén relativ transzkript szintjének valtozasat. Eredményeink alapjan mind az 1 mM SA, a 10 uM
JA, és az 1 mM ACC kezelés szignifikansan fokozta a paradicsom novények leveleiben az UPR
¢és JA kezelések. Az SA ER stresszben és UPR soran betoltott szerepét tovabb vizsgaltuk az SA
hianyos NahG névényekben, ER stresszt indukald Tm kezelés, kémiai chaperon PBA
alkalmazasa és ezek kombinalt hasznalata mellett. Az SIBiP UPR markergén expresszidjat
szignifikdnsan megnovelte a Tm, amit a PBA-val torténd egylittes kezelés mérsékelt. Maga az
SA is szignifikansan novelte az SIBiP expresszidjat, ugyanakkor a Tm hatasa jelentdsebb volt
24 ora elteltével. A Tm-indukalta SIBIP expresszio a NahG novényekben szignifikansan
alacsonyabb volt a VT novényekhez képest. Ugyanakkor a PBA novelte az SIBIP transzkriptum
szintjét mind Onmagaban, mind pedig a Tm kezeléssel kombindlva a transzgenikus
novényekben. Jol ismert, hogy a Tm SA-fiiggé modon indukalja a BiP expresszidjat ludfiilben
(Wang és mtsai. 2005; Nagashima és mtsai. 2014), és a PBA enyhitheti ezt a ndvekedést
(Watanabe ¢és Lam, 2008; Howell, 2013). Ugyanakkor Hayashi és Takaiwa (2015) beszamolt
arrdl is, hogy az exogén SA alkalmazas feliilirhatja a Tm 4ltal kivaltott UPR-t ludfiiben, ahol
az SA csokkentette az AtBiP3 expresszigjat, hasonloan a PBA kémiai chaperonnal végzett
kezeléshez (Hayashi ¢és Takaiwa, 2015). A folyamatok hatterében meghtiz6do biokémiai €s
molekularis valtozasok, mint példaul a ROS metabolizmus véltozasai azonban mindeddig
tisztazatlanok maradtak. Emellett, habar az SA szerepét az ER stressz és az UPR soran alaposan
tanulmanyoztak, a mogottes mechanizmusok, kolcsonhatasok és mas védekezéssel kapcsolatos
fitohormonok, példaul a JA ¢s az ET szerepe szintén tisztdzatlan maradt (Nawkar €s mtsai.
2018; Park és Park, 2019; Xu és mtsai. 2019).

A JA ¢és az UPR marker BiP chaperon kozotti kolcsonhatast BiP-taltermeld
transzgenikus szdjandvényekben erdsitették meg, ahol a JA tartalom szignifikdnsan
alacsonyabb volt a VT novényekhez képest kontroll koriilmények kdzott (Coutinho €s mtsai.

2019). Elészor Moreno és mtsai. (2012) vizsgaltdak meg a metil-jazmonat (MeJA) hatasat
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ludfiiben. Eredményeik azt mutattak, hogy a 0,03 mM MeJA kezelés nem aktivalta a bZIP60-
medialta ER stressz utvonalat 5 6ran beliil. Xu és mtsai. (2019) ugyanakkor kimutattak, hogy a
MeJA 1 mM koncentracioban, 3 oran beliil &tmenetileg képes UPR marker géneket indukalni,
mint példaul a BiP, a protein-diszulfid-izomeraz (PDI), a calnexin (CNX) és a calreticulin
(CRT) expresszidjat. Ugyanakkor a bZIP60 transzkript szintje csak 12 ora elteltével volt
magasabb az 1 mM MeJA-nak kitett ladfiiben (Xu és mtsai. 2019). Ezek a génexpresszios
adatok a JA gyors és koncentraciofiiggd hatdsara utalnak, de a biokémiai és fizioldgiai
valtozasokat eddig még nem vizsgaltdk. Eredményeink azt bizonyitottak, hogy az exogén JA
kezelés mar mikromolaris koncentracioban szignifikansan indukalta az SIBIiP expresszidjat a
paradicsom novények leveleiben. Ennek nagy jelentdsége lehet, mert korabban leirtak, hogy a
JA vagy az SA exogén alkalmazasa csak millimolaris koncentracioban novelte a BiP gének
expressziojat ladfiiben (Xu és mtsai. 2019) vagy szojaban (Nagashima és mtsai. 2014). Emellett
ezek az exogén modon alkalmazott alacsonyabb hormonkoncentraciok kozelebb allhatnak a
ndvényekben a kiilonbozé biotikus stresszorok hatasara bekovetkezd természetes endogén
valtozasokhoz is (Seo és mtsai. 2001; Leitner ¢s mtsai. 2005). A JA potencialis szerepét az ER
stressz és az UPR soran VT ¢és JA jelatviteli mutans (jail) paradicsom ndvényekkel vizsgaltuk
tovabb. Eredményeink alapjan a Tm kezelés szignifikansan indukalta az SIBiP expresszidjat a
VT noévényekben, ami szignifikdnsan alacsonyabb volt a jail levelekben, megerdsitve a JA
szerepét az UPR soran. Az SIBIP transzkriptumok felhalmozodasat a PBA gatolta mindkét
vizsgalt paradicsom genotipusban, ami azt jelzi, hogy a Tm kezelés volt az UPR indukcidjanak
f6 oka. A BiP chaperon és a védekezésben szerepet jatszo ndvényi hormonok, mint példaul a
JA koz6tti szoros kapcsolatot korabban megerdsitették a BiP gént tultermeld transzgénikus
szojandvényekben is, ahol a JA tartalom alacsonyabb volt a VT ndvényekhez képest kontroll
koriilmények kozott (Coutinho és mtsai. 2019).

A JA mellett az ET UPR soran betdltott szerepe szintén tobbnyire tisztazatlan, annak
ellenére, hogy az ET a stressztolerancia vagy a PCD aktivalasanak az egyik {6 finomhangoldja
(Depaepe és mtsai. 2021). Az ET szerepe az ER stressz soran azért lehet jelentés, mert nemcsak
az érzékelése és a jelatvitele torténik az ER-ben (Gallie, 2015), hanem az ET a JA és SA mellett
szabalyozza a ROS metabolizmust is, ami a fehérjék oxidacigjanak modositasaval
hozzajarulhat az UPR kialakuldsdhoz, vagy éppen az oxidalt és karosodott fehérjék
lebontasahoz (Ozgur és mtsai. 2015, 2018). Korabban mar leirtak, hogy az ET-t felszabadito
ethephone (2-klor-etan-foszfonsav) kezelés szignifikansan magas H2O> és NO szinteket, és
ezzel péarhuzamosan BiP akkumulédciét eredményezett 24 ora elteltével hegyi juhar

(Acer pseudoplatanus L.) sejtszuszpenzioban (Malerba ¢s mtsai. 2010). Ezenkiviil korabban azt
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is leirtak, hogy a szarazsag stressz mind az ER stressz jelatviteléhez (példaul IREL, bZIP60,
bZIP28, bZIP17, BiP), mind pedig az ET bioszintéziséhez és jelatviteléhez (példaul ACS-ek,
ACO-k, ETR-ek, ERS-ek, ERF-ek) kapcsolodo gének expresszidjat indukalta 7 nap utan
Jatropha curcas csiranévényekben (Zhang és mtsai. 2015). Emellett masok kimutattak, hogy a
ROS produkci6 vagy az ET érzékelés gatlasa csokkentette az ER stressz-kozvetitett PCD-t a
BiP2 altal, szarazsag altal sujtott 10dfii novények gyokereiben (Mira és mtsai. 2017). Ezek
ellenére az ET funkcidja mas védekezéssel kapcsolatos fitohormonokkal egyiittmiikodve az
UPR soran kevésbé feltart. Eredményeink alapjan az ET prekurzor ACC kezelés az alkalmazott
koncentraciotol figgben befolyasolta az SIBIP expresszidjat a paradicsom ndvények leveleiben.
Esetiinkben a gyokéren keresztiil felvett ACC csak a magasabb koncentraciéban, az 1 mM
kezelést kovetéen eredményezte az SIBIP transzkriptumok jelentds felhalmozodasat 24 ora
elteltével. A kiilonb6zé6 ACC koncentraciok eltérd hatasat kordbban a ROS metabolizmus
valtozasa kapcsan figyeltiik meg (Borbély és mtsai. 2019, 2020). Az ET potencialis szerepét az
ER stressz és UPR soran tovabb elemeztiik VT és ET receptor mutans, Nr paradicsom névények
felhasznalasaval. Eredményeink alapjan a Tm szignifikansan indukalta az SIBiP expressziojat
mindkét paradicsom genotipusban, de alacsonyabb volt a gén kifejez6dése az Nr levelekben,
ami az ET szerepét erdsiti meg az UPR sordn. A PBA és a Tm egyiittes alkalmazasa
csokkentette az SIBIP transzkriptumok felhalmozo6dasat mindkét paradicsom genotipusban, bar
kisebb mértékben az Nr ndvényekben, de megerdsitve, hogy a Tm volt az oka az UPR
indukcidjanak.

A ndvények védekezési reakcioi, valamint az UPR nagymértékben fliggenek a ROS
metabolizmusatol (Ozgur és mtsai. 2015, 2018), amelyet tobbek kozott az SA jelentdsen
befolyasol (Saleem és mtsai. 2021). A ROS koziil a szuperoxid-gyokanion és a H2O2 gyorsan
keletkeznek, és olyan jelatviteli komponensként vagy karos molekulaként viselkedhetnek,
amelyek karositjak a sejtek integritasat a lipidek, fehérjék és nukleinsavak oxidacidja révén
(Saleem és mtsai. 2021; Vlot és mtsai. 2021). Kisérleteink soran szignifikans szuperoxid-
gyokanion és H20, produkciot mértiink a Tm kezelés utdn a VT paradicsom levelekben,
amelyek nem filiggtek az SA szint exogén moddon torténd novelésétél vagy a NahG
novényekben az alacsonyabb SA szinttdl. Eldszor Ozgur és mtsai. (2015) szdmoltak be
magasabb H>O tartalomrol a Tm kezelés utan ludfiiben. Eredményeink alapjan az SA
kezelésnek kevés hatdsa van a Tm-indukalta H20O, termelésre, de az SA hianya magasabb
szuperoxid-gyokanion felhalmozodast eredményezett az ER stressz alatt. A PBA és a Tm
egyiittes alkalmazasa mindkét ROS szintjét csokkentette a Tm-indukalt ndvekedéshez képest,

ami az SA kezelés mellett szintén megfigyelhetd volt, mig az SA hidnyaban a NahG
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novényekben elmaradt. Megallapithat6 tehat, hogy a PBA ROS produkciora gyakorolt hatasa
SA-fiiggé volt. Ugyanakkor a ROS szintek és a hatasuk az ER-re, valamint a sejtek
¢letképességére fligghet az antioxidans rendszertdl, példaul a glutation metabolizmusatol is
(Uzilday ¢és mtsai. 2017; Ozgur és mtsai. 2018), amelyet az SA jelentés mértékben
befolyasolhat (Saleem és mtsai. 2021).

A glutationnak az ER-ben torténd oxidativ stressz szabalyozasaban betoltott szerepérol
sz016 elso, élesztéoben végzett tanulmany (Ponsero és mtsai. 2017) utan Uzilday és mtsai. (2017)
részletesen megvizsgaltdk a Tm glutation metabolizmusra gyakorolt hatasat ladfiiben is.
Ugyanakkor jol ismert, hogy az SA, az UPR kulcsfontossag hormonja szintén jelentds hatassal
van a GSH szintjére és a glutation metabolizmussal kapcsolatos enzimek miikodésére,
leginkabb a GSH keletkezését indukalva, hogy elésegitse a kiillonbozo stresszhatasok talélését
a novényekben (Tari és mtsai. 2015; Kaya és mtsai. 2020). Méréseink sordn elsdként
megvizsgaltuk az SA kezelés hatasat a glutation szintekre és a glutation metabolizmusara ER
stressz alatt. Eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy mind a Tm, mind pedig a PBA
elésegitette a GSH felhalmozodasat a VT levelekben, valamint fokozta a GSSG tartalom
novekedését. Uzilday és mtsai. (2017) szintén a glutation tartalom ndvekedésérdl szamoltak be
a Tm jelenlétében ludfii csirandvényekben, mely filiggott az alkalmazott Tm kezelés
koncentraciojatol. Ugyanakkor méréseink alapjan azt tapasztaltuk, hogy mig az SA kezelés
kismértékben novelte a GSH felhalmozodéasat az ER stressz alatt, az alacsony endogén SA
koncentraci6 a NahG noévényekben viszont szignifikansan alacsonyabb GSH szintet
eredményezett a Tm kezelés mellett. Hasonl6 valtozasokat figyelhettiink meg a GSSG esetében
is, kivéve a PBA kezelést, amely novelte a GSSG mennyiségét a NahG ndvényekben
onmagaban és Tm kezeléssel egylitt alkalmazva is. Ezen eredmények alapjan megéllapithato,
hogy a Tm altal kivaltott ER stressz GSH és GSSG felhalmozodast eredményezett a paradicsom
ndvényekben, ami nagymértékben fliggott az SA szintjétdl a levelekben. Ezenkiviil a PBA
hatasa a GSSG szintjére kevésbé fiiggott az SA endogén szintjétdl. A PBA hatdsanak pontosabb
megértése tovabbi vizsgalatokat igényel.

A GSH/GSSG szintet szdmos enzim szabalyozza, kiilondsen a GR ¢és a DHAR, de a
GST enzim is (Hasanuzzaman és mtsai. 2019). A GR és a DHAR az Asada-Halliwell-Foyer
ciklus kulcsfontossagu tagjai kozé tartoznak, amelyben a H2O2-t a GSH és az aszkorbat
semlegesiti (Noctor és mtsai. 2012; Hasanuzzaman és mtsai. 2019; Noctor ¢s mtsai. 2024).
Meéréseink alapjan ER stressz alatt a GR enzim aktivitdsa szignifikansan megndtt, amint
korabban is megfigyeltek Tm-kezelt ludfii csirandvényekben (Uzilday ¢és mtsai. 2017).
Ugyanakkor a PBA alkalmazasa jelentdsen csokkentette a Tm-indukalta GR aktivitas-
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novekedést. A GR kulcsfontossagi enzim az ER stressz alatt, mivel semlegesiti példaul az
EROL1 altal termelt H2O»-t és hozzdjarul az optimalis GSH/GSSG arany fenntartasahoz,
megelézve a GSH készlet kimeriilését. Erdekes médon szignifikinsan magasabb GR aktivitast
tapasztaltunk a megemelt SA szintek jelenlétében és az SA hidnyaban is a Tm kezelések mellett
a VT és a NahG paradicsom novényekben mérve a kezeletlen VT kontrollhoz képest. Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy az SA nagymértékben részt vesz a GR aktivitds
szabalyozasaban, amint arrél mar mas tanulmanyok is beszamoltak (Tari és mtsai. 2015; Kaya
¢s mtsai. 2020), de korabban még nem vizsgaltak azt az ER stressz soran. A Tm a GR enzim
mellett szignifikansan fokozta a DHAR aktivitasat is. Ugyanakkor a DHAR aktivitast az SA
kezelések tovabb novelték a Tm kezeléshez képest, de az szignifikansan alacsonyabb volt a
NahG levelekben és nem valtozott szignifikansan a Tm kezelés hatasara ebben a genotipusban.
Bér a Tm és az SA DHAR aktivitasra gyakorolt hatasat mar kordbban is kimutattak (Tari és
mtsai. 2015; Uzilday és mtsai. 2017; Kaya és mtsai. 2020), méréseink alapjan el6szor irhatjuk
le, hogy a DHAR aktivitasa fiigg az SA szintjété] az ER stressz alatt. Erdekes médon a GPOX
enzim aktivitasa nem valtozott jelentdsen a Tm- vagy PBA-kezelések soran sem a VT, sem a
NahG paradicsom novények leveleiben, amit korabban mar ladftivel végzett kisérletek soran is
megfigyeltek a Tm-indukalta ER stressz soran (Uzilday és mtsai. 2017). Az SA azonban
jelentésen fokozta a GPOX aktivitast a VT paradicsom ndvények leveleiben dnmagaban,
valamint a Tm és/vagy a PBA kezeléssel kombindlva. Az SA GPOX enzimre gyakorolt hatdsa
jol ismert (Horvath és mtsai. 2015), amely enzim nem csak a H20: lebontasaban, hanem a sejt
redox homeosztazisanak szabalyozéasaban is dontd szerepet jatszik a tiol/diszulfid vagy
NADPH/NADP* egyenstily szabalyozasa altal (Hasanuzzaman és mtsai. 2019). A novényi
GST-k szintén dontd szerepet jatszanak a sejtek méregtelenitési folyamataiban és a ROS
homeosztazis szabalyozasaban a GSH-t szubsztratként felhasznalva (Edwards és Dixon, 2005;
Gallé és mtsai. 2021). Méréseink alapjan a GST aktivitast nemcsak a Tm kezelés novelte, amit
ludfiiben is megfigyeltek (Uzilday és mtsai. 2017), hanem a PBA ¢és az SA is, paradicsom
novények leveleiben vizsgalva. Bar az SA GST-kre kifejtett hatasait jol dokumentaltak
(Horvath és mtsai. 2015), az ER stressz alatti szerepe nem ismert. Meglepd modon a GST-k
aktivitasa nem valtozott szignifikansan NahG novényekben a VT novényekhez képest vagy SA
kiegészités hatasara, ami elsdként utal az SA kulcsszerepére a GST-k szabdlyozasaban az ER
stressz alatt.

A glutataion metabolizmusahoz kapcsolodoan kiilonbozo kulesgéneket valasztottunk ki
a szakirodalom alapjan a tovabbi vizsgalatainkhoz (Islam és mtsai. 2017; Gallé és mtsai. 2021),

¢s ezek SA-fliggd expresszidjat elemeztiikk az ER stressz és UPR soran. Meglepé moddon a
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glutation bioszintézishez kapcsolodo SIGSH1 expressziojat csokkentette a Tm és az SA kezelés
a paradicsom novények leveleiben, és csak az SA és a PBA egyiittes alkalmazasa ndvelte meg
kismértékben az SIGSH1 transzkriptumok szintjét. Ezzel szemben korabban leirtak, hogy a
GSH1 expresszidjat a Tm fokozza ludfii csirandvényekben (Uzilday és mtsai. 2017), az SA
kezelés pedig paradicsom novények gyokereiben (Gallé és mtsai. 2021), ami arra utal, hogy a
kezeléseknek jelentds a koncentracio-, id6- és szerviiiggd hatasa. Ugyanakkor a paradicsom
GR enzimet kodold két szekvencia kifejezddése jelentés SA-fiiggést mutatott, kiilondsen az
SIGR2 valtozasa, amelynek transzkript szintjének novekedését a Tm fokozta, és azt tovabb
fokozta az SA kezelés, mig a NahG novényekben alacsonyabb maradt, ami az SA hatasat erdsiti
meg a gén kifejezddésének szabalyozasdban az ER stressz soran. Kordbban mar beszamoltak
rola, hogy mindkét paradicsomban kodolt GR gén kifejezddését az SA indukalja a paradicsom
novények gyokereiben (Gallé és mtsai. 2021), de ez az elsé olyan megfigyelés, amely az SA
szerepét vizsgalta a GR gének indukcidjara az ER stressz soran levelekben. Erdekes modon a
PBA alkalmazasa mindkét GR gén expressziojat fokozta, és a Tm kezeléssel kombindlva is
jelentdsen novelte az SIGR2 gén expresszidjat, ami arra utal, hogy a kémiai chaperon
potencialis hatassal van a GR gének indukcidjara. Az SIGSH1 génhez hasonléan a Tm és az SA
kezelés csokkentette az SIDHAR2 expressziojat a VT novények leveleiben, de a PBA vagy az
SA kiegészités nem valtoztatta meg azt jelentdsen. Az SIDHAR2 alap expresszidja azonban
szignifikdnsan magasabb volt az SA hianyos NahG levelekben kontroll kériilmények kozott,
amelyet minden kezelés elnyomott. Ezzel szemben Gallé és mtsai. (2021) magas SIDHAR2
génexpressziot mértek az SA kezelések utan a paradicsom ndvények gyokereiben.
Eredményeink alapjan az SIOXP és az SIGGT expresszidjat nem befolyasolta szignifikansan a
Tm kezelés a VT paradicsom novények leveleiben, ahogyan azt a ludfli n6vények esetében is
megfigyelték korabban (Uzilday és mtsai. 2017). Eredményeink ugyanakkor eldszor tartak fel
az SA szignifikans hatasat az SIGGT szabalyozasara. Az SA kiegészités szignifikansan novelte
az SIGGT relativ transzkript szintjét a kezeletlen kontrollhoz képest, amit a Tm kezelés
mérsékelt, de a PBA nem. Ezzel parhuzamosan az SIGGT relativ transzkript szintje
szignifikansan alacsonyabb volt és nem valtozott az ER stressz hatasara a NahG névények
leveleiben, ami arra utal, hogy az SA kulcsfontossagu szerepet tolthet be a GGT altal
szabalyozott apoplasztikus GSH katabolizmus szabdlyozasaban. Ezen tulmenden,
a szakirodalom alapjan kivalasztott paradicsom GST-k expresszidjaban jelentds valtozasokat
mértlink az ER stressz soran a paradicsom novényekben. A magasabb rendii névényekben a
GST-ket tizennégy osztalyba soroljak, koztiik a tau (U), phi (F) és théta (T) csoportokba (Gallé

¢s mtsai. 2021). Paradicsomban 90 GST-t kodold gént azonositottak szerv- €s
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stresszspecifitasokkal jellemezve (Islam és mtsai. 2017). Méréseink soran az SIGSTF2,
SIGSTUS, SIGSTT2 és SIGSTT3 expressziojat vizsgaltuk az ER stressz és UPR mellett, korabbi
adatok alapjan ugyanis mindegyiket indukalta az SA (Gallé és mtsai. 2021), és a fertdzések,
mint példaul a Phytophthora infestans és a Botrytis cinerea infekcié a paradicsom névények
levelében (Islam és mtsai. 2017). Ezen GST-ket kodolo szekvencidk koziil az SIGSTT2
szignifikans expressziot mutatott az ER stressz soran, ami alacsonyabb maradt a NahG
novényekben, de expresszidja jelentdsen megndtt az SA jelenlétében, ami arra utal,
hogy szabalyozasa SA-fiiggd az ER stressz ¢s UPR soran. Ugyanakkor az SA megndvelte az
kimutattdk mar az SA jelenlétében (Gallé és mtsai. 2021). A PBA hatasat a GST gének
expresszidjara el6szor vizsgaltuk, és az eredmények alapjan az SIGSTF2, SIGSTUS és SIGSTT3
magas indukcidjat figyelhettik meg a Tm- és/vagy SA kezelés hatasira, ami ezaltal
hozzéjarulhat az ER-stressz kéaros hatdsainak enyhitéséhez.

A koncentraciotol és idotol fiiggd Tm- és SA-kezelések lipidperoxidaciot és ezaltal a
sejtek ¢életképességének elvesztését eredményezik a novényekben (Ozgur és mtsai. 2015).
Meéréseink soran azt tapasztaltuk, hogy a Tm hasonldé mértékit MDA akkumulaciot indukalt,
mint az SA, amelyet a PBA enyhitett, de az MDA tartalom alacsonyabb maradt a NahG
novényekben a VT levelekhez képest, ami arra utal, hogy a valtozasok redox szabalyozasban
az ER stressz és UPR soran az SA jelentds mértékben részt vesz. Az SA hianyos NahG
genotipusban a ROS produkcid, valamint a GSH szint és a kulcsfontossagu glutationhoz
kapcsolodd enzimek aktivitdsa sem valtozott a Tm altal indukalt ER stressz soran. Ezzel
parhuzamosan a kezelések hatasara a NahG novények leveleiben nem tapasztaltunk
szignifikans életképesség csokkenést az ionkieresztés mérése alapjan a VT ndveényekhez
képest. Ugyanakkor az SA éltal kivaltott ionkieresztés lecsokkent a Tm- €s kiillondsen a PBA
kémiai chaperonnal torténd egyiittes kezelések hatdsara, ami a mindkét vegyszer altal aktivalt
védekezési reakciok eredménye lehet, példaul a megndvekedett GSH tartalom ¢és GST
aktivitasnak koszonhetden.

A kovetkez6kben megvizsgaltuk, hogy vajon az SA mellett a kloroplasztiszok milyen
szerepet toltenek be a Tm 4ltal kivaltott ER stressz és UPR soran. Eredményeink alapjan a
kloroplasztiszok potencidlis szerepet jatszhatnak a robusztusabb UPR aktivaldsaban a normal
fénykoriilmeények kozott, melyben kulcsszerepet jatszhat a kloroplasztikus ROS produkcio.
A Tm kezelések hatdsara ugyanis szignifikansan magasabb H202 ndvekedést mértiink normal
novekedési koriilmények kozott a fényben, mint sdtétben, és hasonld valtozast figyeltiink meg

az SIBiP génexpresszioban is, azaz a sotétség mérsékli mindkettét az ER stressz soran.
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Ugyanakkor kérdésként meriil fel, hogy vajon a Tm kezelések direkt hatnak-e a kloroplasztikus
ROS produkciora a fényben vagy nem. Paradicsom novények leveleibdl izolalt intakt
kloroplasztiszokat megkezelve Tm-mel nem tapasztaltunk ROS produkciot, ami a Tm kdzvetett
hatasara utalt. Ezeket erdsitik meg korabbi vizsgalatok is, melyek soran a Tm altal indukalt ER
stressz soran a magas ROS produkcié mellett a kloroplasztikus Cu/ZnSOD vagy APX aktivitas
novekedését figyelték meg ladfitben (Ozgur és mtsai. 2014). Emellett a kloroplasztiszok és az
ER kozotti ROS-on keresztiil fenntartott kapcsolatot fotoszintézis-gatlok, példaul MV vagy
DCMU alkalmazasaval is kimutattak (Ozgur és mtsai. 2015). Ugyanakkor az ER stresszt kivalto
Tm potencialis kozvetlen és/vagy kozvetett hatasai a kloroplasztiszokra €s a fotoszintetikus
ETC-re, mint a ROS forrasara és célpontjara tisztdzatlanok maradtak. Kisérleteinkkel a Tm
kloroplasztiszokra gyakorolt direkt hatasanak kizarasat kdvetden igazoltuk in situ konfokalis
mikroszkop segitségével az indirekt hatast a kloroplasztikus ROS keletkezésében. Ebben a
folyamatban az EROI 4ltal okozott ROS (Soares és mtsai. 2019) lehet a f6 forras, amely tovabbi
gyors oxidativ robbanasokat valthat ki a sejten beliil, példaul a kloroplasztiszok altal. Ezenkiviil
a PSII javitasaban részt vevo fehérjék, példaul az FtsH2 (Dogra €s mtsai. 2019) szintézisének
gatlasa a fotoszintetikus elektrontranszport gatlasdhoz is vezethet, és ezéltal tovabb ndvelheti a
Kloroplasztikus ROS produkciojat.

A kovetkezékben megvizsgaltuk, hogy a Tm kezelés altal kivaltott ER stressz hogyan
hathat a fotoszintetikus aktivitasra és ebben milyen szerepet jatszik az SA. A VT novények
leveleiben a Tm kezelés nem befolyasolta szignifikansan az Fv/Fm paraméter értékét, azonban
a NahG novények esetében szignifikansan csokkent mind az Fv/Fm, mind pedig a q. paraméter
érteke a kontrollhoz képest, ami az SA UPR kialakulasat eldsegitd, védod funkciojara utal (Wang
¢és mtsai. 2005; Nagashima és mtsai. 2014). A Y(II) szignifikdnsan csokkent mindkét vizsgalt
paradicsom genotipusban a Tm kezelést kovetden, azonban a legjelentdsebb csokkenés a NahG
paradicsom ndvények leveleiben volt mérhetd, melyet a PBA kezelés nem enyhitett. A Y(II)
valtozasdhoz hasonloan a Y(I) is szignifikdns csokkenést mutatott a Tm kezelés hatasara,
legnagyobb mértékben a NahG novényekben. A qP egyediil a NahG levelekben csokkent
szignifikansan a Tm kezelés hatdsara. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a Tm alkalmazasa
gatld hatassal van mind a PSII, mind pedig a PSI miikodésére. Ez a hatds azonban
szignifikansan fliggott az SA jelenlététdl. A kloroplasztikus ETC gatlasa és a PSII tulzott
gerjesztése a stressz alatt ROS felhalmozodast eredményezhet, ami fehérjekarosodast okozhat,
példaul a PSII D1 fehérjéjében (Li és Kim, 2022). A fotoszintetikus apparatus védelme
érdekében a novények kiilonféle védekezési stratégidkat fejlesztettek ki, mint példaul az

antioxidans rendszer aktivaldsa és a nem-fotokémiai kioltas (NPQ) fokozadsa. Az NPQ részt
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vesz a Il. fénybegylijté komplex (LHCII) 4ltal felfogott tobbletenergia eloszlatasaban, és gatolja
a ROS talzott mértékl produkciojat, amely karositana a fotoszintetikus apparatust (Miyake,
2010; Ghosh és mtsai. 2023). Az NPQ értéke mind a Tm, mind pedig a Tm+PBA kombinalt
kezelések hatasara is megemelkedett, de a legjelentésebben a NahG novényekben nétt. Ezek az
eredmények arra wutalnak, hogy az NPQ-n keresztil megvalosulo fotoprotektiv
mechanizmusokat a Tm és a Tm+PBA kombinalt kezelés az SA-t6l fiiggetleniil aktivalta.
A Y(ND) értéke mindkét paradicsom genotipusban szignifikansan nétt a Tm kezelés hatasara,
de kiilonosen a NahG novényekben, mig a Y(NA) ezzel ellentétesen valtozott. Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy a Tm-indukalta ER stressz a PSI fotoinhibicidjat és a PSI
akceptor oldali redukciojat okozta az SA-tdl fiiggéen. A PSI akceptor oldali tulredukcioja
klorofill-triplettek képzddéséhez vezethet. Ezenkiviil a NADPH felhalmozodasa a PSI-nél
hozzédjarulhat a Mehler-reakcio felgyorsitdsdhoz, amely szuperoxidgyokok képzodését
okozhatja. Igy az ER stressz altal kivaltott ROS akkumulacié a kloroplasztiszokban
fotoinhibicidhoz ¢és a PSI kéarosodasdhoz vezethet (Huang és mtsai. 2011; Zhang és mtsai.
2014). A linearis elektrontranszport mellett a Y(CEF)/Y(II) paraméterre volt szignifikans
hatassal a PBA, mely az SA-t6l fiiggetleniil novelte azt. Emellett a NahG névényekben a
Y (CEF)/Y(II) értéke szignifikdnsan megemelkedett a Tm kezelés hatdsara is a kontrollhoz és a
VT levelekben mértekhez képest is. A magasabb CEF segit megvédeni a PSII-t a fotoinhibicid
ellen azaltal, hogy proton gradienst hoz létre a tilakoid membranon keresztiil, a PSI-rdl a
plasztokinonra torténé elektrontranszfer révén (Takahashi és mtsai. 2009). Emellett a CEF-nek
szerepe van a PSI fotoinhibicio megeldzésében is azéltal, hogy a felesleges elektronaramot a
molekularis oxigén felé tereli, ami szuperoxid-gydkanion felhalmozddast eredményez, amely a
viz-viz ciklus soran hasznosulhat (Ort és Baker, 2002). igy az SA hianya hozzajarulhat a Tm-
indukalta ER stressz soran a fotoszintetikus apparatus karosodashoz a fokozott ROS produkcid
é¢s a CEF korlatozasa révén, mig a kémiai chaperon PBA alkalmazéisa eldsegitheti a

fotoszintetikus apparatus védelmét a CEF fokozasa altal az SA-tol fiiggetlentil.
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7. Osszefoglalas

Kisérleteink elsO részében elsdként igazoltuk intakt paradicsom novények kifejlett leveleiben,
hogy a gomba elicitor CHT kezelés ndvények védekezésére gyakorolt hatdsa napszakfiiggd,
mely szorosan kapcsolodhat az SA jelatviteléhez, az SIPR1 SA markergén expresszios
valtozasa alapjan. A sotét periddus eldtt, 17:00 o6rakor alkalmazott CHT kezelés ugyanis
masnap minden vizsgalt idépontban (5:00, 9:00, 15:00) indukalta az SIPR1 expresszidjat,
azonban a so6tét periddus elején, 21:00 orakor alkalmazva a CHT kezelést reggel 9:00 o6rakor
valtotta ki a maximalis SIPR1 expressziot. A ndvények védekezésében tortént késobbi valaszok
hatterében a sotéts€ég €s napi ritmus szabalyoz6 szerepe allhatott. A CHT altal indukalt gyors
védekezési valaszok a reggel 5:00 és 8:00 orakor alkalmazott kezelések utan mutatkoztak, ahol
nemcsak lokalisan nétt az SIPR1 relativ transzkript szintje a kezeléseket kovetd egy oran beliil,
hanem a szisztemikus levelekben is, melyet sztdmazaras is kovetett. A reggel 8:00 orakor,
parhuzamosan sotétben végzett kisérletek jol mutatjdk a CHT altal indukalt SA jelatvitel
fényfliggését, mivel az a fényben mértekhez képest ez kevésbé aktivalodott. A CHT altal
indukalt védekezési valaszok részeként megvizsgaltuk a reggel 8:00 orakor torténd kezeléseket
kovetden a szuperoxid-gyokanion produkciot és a H202 szintekben tortént valtozasokat. Mig a
szuperoxid-gyokanion produkcio a CHT hatdsara szignifikansan fokozodott lokalisan és
szisztemikusan egyarant, addig ez a sotétben nem volt megfigyelhetd. Ugyanakkor a CHT
kezeléseket kovetéen egy oran beliil a H202 szintek nem valtoztak jelentésen. Ezzel
parhuzamosan a védekezéshez szilikséges fehérjék (pl.: PR-ek) szintézise nagy nyomast
jelenthet az ER szdmara, ezért megvizsgaltuk, hogy a BiP chaperonra hogyan hat a paradicsom
novények levelében a CHT kezelés. Az SIBiP expresszidja fokozodott a CHT hatasara lokalisan
¢és szisztemikusan egyarant, mely nem mutatott fényfiiggést, mivel sotétben egyarant nétt a
vizsgalt gén relativ transzkript szintje €s kismértékben a fehérje szintje is.

Az SA altal indukalt védekezési valaszok fényfiiggésének pontosabb megértéséhez az
intakt paradicsom novényeket a gyokéren keresztiil exogén SA kezeléseknek tettiik ki,
szubletalis (0,1 mM) és PCD-t indukalé (1 mM) koncentraciokban. Vizsgalataink elején
megmértiik, hogy a normal fényperiodus alatt €s a sotétben tortént SA kezelések befolyasoljak-
e a levelekben mért szabad SA szinteket. Méréseink alapjan megallapithatd, hogy az exogén
SA kezelések a koncentracio fliggvényében fokoztdk a paradicsom levelek szabad- és 0sszes
SA tartalmat, melyek nem fiiggtek a fény jelenlététdl vagy annak hianyatol a vizsgalat 24.
orajaban. Az SA kezelések novények életképességére gyakorolt hatasat az ionkieresztés és a

lipidperoxidacio valtozasaval kovettilk nyomon. Az 1 mM SA kezelés fokozta az ionkieresztést
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¢s a lipidperoxidaciot az MDA tartalom valtozéasa alapjan, de mig szignifikansan magasabb
MDA szinteket és ionkieresztést eredményezett a normal fotoperidduson a fényben mérve a 24.
oOrara, addig a sotétben tortént 1 mM SA kezelés hatdsara ez 1ényegesen kisebb mértékii volt.
Ezekkel az adatokkal jol korrelalnak a szuperoxid-gydkanion és H20O2 szintekben bekdvetkezd
1d6fliggd valtozasok, viszont mig a szuperoxid-gyokanion produkcié a kezelések 6. 6rajara,
addig a H20- tartalom valtozasa a 24. 6rara emelkedett meg szignifikansan az 1 mM SA kezelés
esetében a fényben, ami szignifikansan kisebb volt a sotétben tortént kezelések hatdsara. A ROS
metabolizmusban résztvevé enzimek, mint példaul a NADPH-oxidaz, SOD, APX és POD
aktivitasa szintén fokozodott az 1 mM SA kezelés hatdsara normal fotoperioduson a fényben
tortént kezelések soran 24 ora elteltével, mely a sotétben elmaradt a POD kivételével. Hasonlo,
de kisebb mértékii és sokszor nem szignifikans valtozasokat detektaltunk a 0,1 mM SA kezelés
esetén ezekben az enzimekben. Ugyanakkor a H202 elbontasaban szerepet jatszo KAT enzim
aktivitasat az SA kezelések a fénytdl fliggetleniil gatoltdk a 24. 6rdra. A fObb enzimatikus
antioxidansokat kodold gének koziil az 1 mM SA kezelés hatdsidra az enzimaktivitds
valtozasanak megfeleléen nétt az SIRBOH1, SIMnSOD, SICu/ZnSOD, SIKAT1, SIAPX1 és
SIAPX2 gének expresszidja, mely a sotétben tortént SA kezelés hatasara kisebb mértékii volt
vagy nem valtozott szignifikdnsan a kontrollhoz képest. Megéllapithatd tehat, hogy a letélis
szint-novekedés, a ROS metabolizmusaban résztvevé NADPH-oxidaz, SOD, APX és POD
enzimaktivitas-fokozodas, valamint az emlitett ket kddold gének expresszids novekedése
fényfliggd.

A ROS metabolizmust jelentdsen befolydsolhatja az SA fotoszintetikus apparatusra és

kloroplasztiszokra gyakorolt hatdsa a novényekben. Vizsgalataink soran megallapitottuk, hogy

crer

cre

Ennek az alacsonyabb SA koncentracionak a fotoszintetikus apparatusra gyakorolt fényfiiggd
hatasat tovabb bizonyitotta a Y(II) és Y(I) csokkenése is, valamint a Y(NPQ) és Y(ND)
novekedése is, mely a sotétben torténd 0,1 mM SA kezelések esetében a védelmi folyamatok
mutattuk ki, hogy nemcsak a PSII, hanem a PSI rendszerre is jelentds hatdsa van, az 1 mM SA
kezelés ugyanis szignifikdnsan csokkentette a Y(II) és Y(I), valamint a Y(NA) paraméter
értékeit, de fokozta a Y(NO) és Y(NPQ), valamit a Y(ND) paraméterek értékeit a fény
jelenlététd] vagy hidnyatol fiiggetleniil. Ugyanakkor a Y(CEF)/Y(II) érték 1 mM SA kezelés
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hatasara torténd ndovekedése a sotétben tortént kezelés esetében kisebb maradt a fényhez képest,
mely eltéré fotoprotektiv folyamatok aktivacidjara utalhat a két kdrnyezeti tényezd esetén.
A kezelések nem okoztak a fotoszintetikus pigmentek mennyiségében lényeges csokkenést.
Ugyanakkor a fotoszintézis termékeiben, a levelek keményit6 tartalmaban €s az oldhaté cukrok
ugyanis csokkentették a levelek keményitd tartalmat az alkalmazott koncentraciok
fiiggvényében a normdl fotoperidduson a fényben mérve, mely a sotétben alapvetden
alacsonyabb volt, és az SA kezelések nem befolyasoltak ezt. Ezzel parhuzamosan a levelek
nétt, mig a so6tétben nem valtozott. TEM analizist kovetden megallapithatd, hogy az 1 mM SA
oldattal kezelt novények leveleiben a kloroplasztiszok elvesztették normal szerkezetiiket, gomb
a tilakoid membranok tagulasat, tilakoid vezikuldk megjelenését és hosszu, hulldmos, deformalt
lumeneket figyelhettink meg. Ugyanakkor az 1 mM SA kezelés a kloroplasztiszok
vakuolizaciojat okozta, de a lumenben nem eredményezett jelentds deformaciét a sotétben
tortént kezelések esetében. A TEM felvételek elemzése alapjan a kloroplasztiszok teriilete,
a keményitészemcsék szdma, a granumok magassaga és szélessége az alkalmazott SA
koncentraciok fliggvényében a normal fotoperioduson a fényben csokkent, mig a sdtétben nem
vagy kisebb mértékben valtozott. Ezzel szemben a kloroplasztiszok lumenjének magassaga az
SA hatésara jelentdsen nétt a fényben, mely a sotétben nem volt megfigyelhetd, igazolva az SA
kloroplasztiszok szerkezetére gyakorolt fényfiiggd hatasat.

A cukrok metabolizmusaban és a mitokondrialis PCD gatlasaban is szerepet jatszo
HXK-ok szerv- és fényfiiggd mitkodése kapcsan megallapitottuk, hogy a HXK-ok gliikozfliggd
specifikus aktivitasa levélemelet- és fotoperiddus-fiiggd valtozast mutatott a paradicsom
ndvényekben, mely a kifejlett levelekben volt a legnagyobb a normal fotoperidduson, és ami a
meghosszabbitott 24 6rds sotétség hatasdra kordbban ndétt, majd lecsokkent a fényben
mértekhez képest. A HXK aktivitas valtozdsdhoz hasonldan, az enzimet kodold gének koziil az
SIHXK1 és az SIHXK4 transzkriptum szintjei mutattak a legjelentésebben napi ingadozast a
kifejlett levelekben a normal fotoperioduson. A sotétben azonban az SIHXK3 gén fejez6dott ki
a legszignifikansabban és a legkordbban, valamint ez mutatta a legjelentésebb valtozast
els6sorban az idGsebb levelekben, az SIHXK1 génhez hasonldéan. Az SA kezelések hatasara a
HXK aktivitas a 6. 6ratdl szignifikdnsan lecsokkent a normal fotoperidduson, melyet jelentds
gliikézakkumulaci6 kisért a paradicsom novények kifejlett leveleiben. Ezzel parhuzamosan az

SA kezelések hatasara a napiritmust mutatd vizsgalt SIHXK gének relativ transzkript szintje
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szignifikdnsan lecsokkent a kezelések 6. o6rgjatol. A levelek mezofillumaban talalhato
parenchima sejtek mitokondriumait TEM analizisnek kitéve megallapithattuk, hogy a letalis
valamint a mitokondriumok szétesését €s vakuolizaciojat okoztdk. Ezzel parhuzamosan
szignifikdnsan lecsokkent a mitokondriumok cyt C szintje, mely az 1 mM SA kezelés hatasara
bekovetkez6 PCD indukciojat igazolta a paradicsom novények kifejlett leveleiben. Az 1 mM
SA kezelés hatasara emellett csokkent a COX és mtHXK aktivitas a kezelt levelekbdl szarmazo
mitokondriumokban. Ugyanakkor az mtROS és mtNO produkcié fokozodott az SA-kezelt
novények leveleinek mitokondriumaiban, melyet a HXK enzim szubsztratjanak szamito gliikoz
nem befolyasolt, viszont az mtROS produkciot a HXK inhibitor NAG szignifikansan novelte,
igazolva, hogy az SA hatasara csokkent mtHXK aktivitas a NAG jelenlétében hozzajarulhat az
mtROS termelés fokozodasahoz.

Vizsgalataink soran igazoltuk, hogy nemcsak az SA, hanem mas jelentds, védekezésben
szerepet jatszo hormonok, mint példaul a JA és az ET is részt vesz az ER stressz kivaltasaban
¢s az UPR indukci6jaban a paradicsom BiP gén expresszidjanak valtozasa alapjan. Emellett
kiilonb6z6 hormon muténs €s transzgenikus paradicsom ndvények felhaszndldsaval igazoltuk,
hogy a Tm kezelés altal indukalt SIBiP génexpresszid novekedése kisebb mértékii volt a NahG,
jail és Nr paradicsom novények leveleiben a VT novényekhez képest. A kémiai chaperon PBA
kezelés mérsékelte a Tm altal kivaltott ER stresszt, mely azonban nem fiiggott az SA
jelenlététdl, viszont a JA szignifikdnsan befolyésolta azt. Az SA szerepét tovabb vizsgalva
megallapithatjuk, hogy az SA kezelések altalaban fokoztak a szuperoxid-gydkanion produkciot
a Tm kezeléshez hasonloan, amelyet az egylittes Tm+SA kezelés nem befolyasolt
szignifikansan, azonban a PBA csokkentette azt. Ehhez hasonloan véltozott a levelek H20>
tartalma is, a Tm €s Tm+SA kezelések novelték a VT levelekben, mig a PBA csokkentette azt.
A NahG novények leveleiben nem volt szignifikans valtozas a mért ROS tartalomban a
kezelések hatasara, de az alap H2O> szintek altaldban magasabbak voltak, mig a szuperoxid-
gyOkanion szintek alacsonyabbak a VT levelekben mértekhez képest. A GSH ¢és GSSG
szinteket szignifikansan novelte a Tm és PBA kezelés a VT novények leveleiben. Ugyanakkor
az 1 mM-os SA kezelés hasonl6 GSH és GSSG felhalmozodast eredményezett a Tm kezeléshez
képest és nem kiilonbozott az SA+Tm egylittes kezelés-okozta valtozasoktol. A legalacsonyabb
GSH és GSSG szinteket altalaban a NahG novények leveleiben mértiik, utalva az SA jelentds
szerepére a folyamatban. A GR, DHAR ¢és GST enzimek aktivitasat fokozta a Tm kezelés,
azonban csak a DHAR ¢és GST aktivitds mutatott jelentésebb SA-fliggést a paradicsom

novények leveleiben. A GPOX aktivitds nem valtozott szignifikdnsan a Tm és PBA kezelések
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hatasara. A glutation metabolizmusban részt vevd kulcsenzimeket kdédolod vizsgélt paradicsom
gének koziil az SIGR2 ¢s SIGGT, valamint az SIGSTT2 aktivalodott az SA-t6l fiiggden, mivel
ezen gének relativ transzkript szintje a NahG novények leveleiben alacsony volt és az SA
kezelés hatasara fokozodott a VT levelekben. Az SIGR1, SIGSTF2, SIGSTUS és SIGTT3 gének
expresszidja nem valtozott jelentdsen a Tm kezelés hatasara, mig az SIGSH1 és SIDHAR2
expresszidja csokkent a VT novények leveleiben. A PBA kezelés ugyanakkor fokozta az
SIGR1, SIGR2, SIGSTT2 és SIGSTT3 gének transzkripcidjat, mely szerepet jatszhat a Tm-
indukalta ER stressz mérséklésében, ahogyan a lipidperoxidacio és az ionkieresztés is csokkent
a VT novények leveleiben a kémiai chaperon kezelés hatdsara. Az SA tovabbi szerepét erdsiti
az ER stressz és a redox folyamatok szabalyozasaban, hogy a NahG novények leveleiben
alacsonyabb maradt az MDA szint és az ionkieresztés a Tm kezelés hatasara, a VT
novényekben mértekhez képest. Mindemellett megvizsgaltuk, hogy az SA-t6l fliggden a
kloroplasztiszok milyen szerepet toltenek be a Tm 4ltal kivaltott ER stressz és UPR soran.
Igazoltuk, hogy a s6tétben torténd Tm kezelés hatasara az SIBIiP expresszidja szignifikansan
alacsonyabb ¢s a H2O, akkumulaci6ja valamivel kisebb maradt a fényben mértekhez képest a
VT novények leveleiben. Izolalt kloroplasztiszok felhaszndldsaval igazoltuk, hogy a Tm
kezelés csak kozvetetten hathat a kloroplasztiszok ROS produkciojara. Ezzel parhuzamosan
konfokalis mikroszkopia segitségével bizonyitottuk, hogy a Tm-kezelt ndvények leveleiben
szignifikansan megnott a kloroplasztikus ROS produkci6. Ennek alapjan a kloroplasztisz tehat
a Tm-indukalt ROS kozvetett forrdsa és egyben célpontja is lehet. Eppen ezért az ER stressz
fotoszintetikus apparatusra gyakorolt hatasanak tanulmanyozasa soran megvizsgaltuk a Tm
hatasat, és megfigyeltiikk, hogy a Tm kezelés szignifikansan csokkentette a Y(I) és Y(II),
valamint a Y(NA) fotoszintetikus paraméterek értékeit és parhuzamosan novelte a Y(ND), NPQ
¢s CEF értékeit. Ugyanakkor ezek a véltozasok, az NPQ kivételével még kifejezettebbek voltak

a NahG novények leveleiben, utalva az SA UPR soran bet6ltott védekezést eldsegité szerepére.
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8. Tézisek

e A gomba elicitor hatasara torténd SIPR1 expresszio napszakfiiggést mutatott a paradicsom
novények Kifejlett leveleiben. Ezzel parhuzamosan a levelekben tortént lokalis és
szisztemikus sztomazarodas és mértéke szintén fiiggott a CHT kezelés alkalmazasanak
idépontjatol.

e A CHT altal indukalt egy oran beliili lokalis SIPR1 indukcio a s6tétben nem figyelhetd meg
a fényperiddus elején tortént kezelés soran, mely a CHT kezelésre adott SA-fiiggd
védekezési valaszok fényfiiggését igazolja. Ennek részeként a CHT kezelés-indukalta
lokalis €s szisztemikus szuperoxid-gydkanion produkcid kisebb mértékii a sététben tortént
CHT alkalmazas hatdsara a fényben mértekhez képest. Ugyanakkor az UPR markergén
SIBiP expresszidjanak egy oran beliili fokozodasa nem mutatott fényfiiggést.

e A gyokéren keresztiil alkalmazott exogén szubletalis és letlis 0,1 és 1 mM SA kezelések
a koncentracié fliggvényében szignifikdnsan megemelték a levelek szabad és teljes SA
tartalmat a 24. 6rara, mely nem mutatott fényfiiggést.

e A 0,1 és 1 mM SA kezelések hatasara az alkalmazott koncentracié fiiggvényében
fokozodott a levelekben a lipidperoxidacio €s az ionkieresztés mértéke a 24. 6rara normal
fotoperioduson, a fényben, mely azonban kisebb mértékli vagy valtozatlan maradt a
sOtétben tortént SA kezelések hatasara.

e Az SA kezelések az alkalmazott koncentracid és az id6 fliggvényében fokoztdk a
paradicsom ndvények leveleiben a szuperoxid-gyokanion produkciét és novelték a H2O-
szinteket a normal fotoperidduson a fényben, mely a sététben szignifikansan kisebb vagy
valtozatlan maradt.
kezelés hatdsara jelentdsen fokozddott a NADPH-oxid4z, a SOD, az APX ¢és a POD
aktivitasa a normal fotoperidoduson, a fényben, mig a s6tétben ez a hatés kisebb mértéki
hianyatol fiiggetleniil gatolta a KAT enzim aktivitdsat. Az enzimeket kddold gének koziil
az SIRBOH1, SIMnSOD, SICu/ZnSOD, SIKAT1, SIAPX1 és SIAPX2 letalis koncentracioju
SA kezelés altal kivaltott relativ transzkript szintndvekedése mutatott fényfiiggést, mivel
azok a sotétben jelentdsen kisebbek voltak vagy elmaradtak a fényben mértekhez képest.

e Az SA letélis koncentracidban a fény jelenlététdl vagy hianyatol fiiggetleniil csokkentette

a Y(II) és Y(I), valamint a Y(NA) fotoszintetikus paraméterek értékeit, és ezzel
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parhuzamosan ndvelte a Y(NO) ¢és Y(NPQ), valamit a Y(ND) paraméterek értékeit. Ezek
kimutathatdk, utalva a fotoszintetikus apparatusra gyakorolt SA hatds koncentracio- és
fényérzékenységére.

TEM analizis segitségével kimutattuk, hogy az 1 mM SA kezelés hatasara a paradicsom
novények leveleiben a kloroplasztiszok elvesztették normal szerkezetiiket, gdmb alakuak,
tilakoid membranok tagulasat, tilakoid vezikuldk megjelenését és hosszu, hulldmos,
deformdlt lumeneket figyelhettink meg. Ugyanakkor az 1 mM SA kezelés a
kloroplasztiszok vakuolizacidjat okozta, de a lumenben nem eredményezett jelentds
deformaciot a sotétben tortént kezelések esetében. Emellett a Kloroplasztiszok teriilete, a
keményitdszemcsék szama, a granumok magassaga és szélessége az alkalmazott SA
koncentraci6 fiiggvényében a normal fotoperidduson a fényben csokkent, mig a sdtétben
nem valtozott szignifikdnsan. Ugyanakkor a kloroplasztiszok lumenjének magassaga az
SA kezelés hatasara fokozodott a fényben, mely a s6tétben nem volt megfigyelhetd.

Az SA kezelések csokkentették a levelek keményitd tartalmat az alkalmazott SA kezelések
erOsségének fliggvényében a normal fotoperidduson a fényben mérve, mely a sotétben
alapvetden alacsonyabb volt és elmaradt. Ezzel parhuzamosan a levelek oldhato
mig a sotétben nem valtozott.

A HXK-ok gliikozfliggd specifikus aktivitasa levélemelet- €s fotoperiddus-fiiggd valtozast
mutatott a paradicsom ndvényekben, mely a kifejlett levelekben volt a legnagyobb a
normal fotoperidduson, és ami a meghosszabbitott 24 oras sotétség hatasara korabban nott,
majd lecsokkent a fényben mértekhez képest. A HXK enzimeket kodolo paradicsom gének
koziil az SIHXK1 és az SIHXK4 transzkriptum szintjei mutattak a legjelentésebben napi
ingadozast a kifejlett levelekben a normal fotoperidduson, fényen. A sotétben azonban az
SIHXK3 gén fejezédott ki a legszignifikdnsabban és a legkorabban, valamint a
legjelentésebb valtozast elsésorban az idésebb levelekben mutatta, az SIHXK1 génhez
hasonldan.

Az SA kezelések szignifikansan csokkentették a HXK aktivitdst a 6. 6ratdl normal
fotoperioduson a paradicsom ndvények kifejlett leveleiben, melyet jelentds

gliikozakkumulacio kisért a 24. ordra. Ezzel parhuzamosan az SA kezelések hataséara a
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napiritmust mutat6 vizsgalt SIHXK gének relativ transzkript szintje szintén szignifikansan
lecsokkent az SA kezelések 6. 6rajatol.

Az SA kezelések a mitokondridlis krisztadk duzzadésat és dezorganizacidjat, valamint a
mitokondriumok szétesését ¢és vakuolizacidjat okoztak, mellyel parhuzamosan
szignifikansan lecs6kkent a mitokondriumok cyt ¢ szintje, igazolva az 1 mM SA PCD-t
indukalo hatasat.

Az 1 mM SA kezelés hatdsara csokkent a HXK ¢és COX aktivitas a kezelt levelekbdl
szarmaz6 mitokondriumokban és ezzel parhuzamosan fokozddott az mtROS és mtNO
produkcidja. A HXK enzim szubsztratjanak szamitd gliikkoz hozzaadasa a mitokondrium
szuszpenzidhoz nem befolyasolta az mtROS produkcidjat, viszont a HXK inhibitor NAG
alkalmazasa szignifikansan novelte azt, igazolva, hogy az SA kezelés hatasara vagy a NAG
jelenlétében csokkent mtHXK aktivitds hozzajarulhat az mtROS termelés fokozddasdhoz
¢s a PCD indukciohoz.

Kimutattuk, hogy az ER stressz és UPR szabalyozasaban részt vesz az SA mellett a JA és
az ET is, mivel az exogén SA, JA és ACC kezelések fokoztak az SIBIP expressziojat, ami
az ER stresszt kivaltdé Tm hatasara a NahG, jail és Nr paradicsom ndvények leveleiben
alacsonyabban maradt. A kémiai chaperon PBA hatasa kevésbé fiiggott az SA-t6l, mint a
JA ¢és ET hormonoktdl a Tm kezelés mellett.

A NahG novények leveleiben nem volt szignifikans valtozas a szuperoxid-gyokanion és a
H20; tartalomban az ER stressz kezelések hatdsara a kezeletlen VT kontrollhoz képest, de
az alap H20> szint magasabb volt, mig a szuperoxid-gyokanion szint alacsonyabb a VT
levelekben mértekhez képest.

A GSH és GSSG szinteket szignifikansan novelte a Tm és PBA kezelés a VT novények
leveleiben. Emellett az 1 mM SA kezelés hasonld6 GSH és GSSG felhalmozddast
eredményezett a Tm kezeléshez képest és nem kiilonbozott az SA+Tm egyiittes kezelés-
okozta valtozasoktol. A legalacsonyabb GSH ¢és GSSG szinteket altalaban a NahG
novények leveleiben mértiik, utalva az SA jelentds szerepére a folyamat szabalyozasaban.
A glutation metabolizmuséaban szerepet jatszo enzimek koziil a GR, a DHAR és a GST
enzimek aktivitasat fokozta a Tm kezelés, azonban csak a DHAR és GST aktivitas mutatott
jelentésebb SA-fliggést a paradicsom novények leveleiben. A GPOX aktivitds nem
valtozott szignifikdnsan a Tm és PBA kezelések hatdsara sem.

A glutation metabolizmuséaban részt vevd kulcsenzimeket kodolo paradicsom gének koziil

az SIGR2 és SIGGT, valamint az SIGSTT2 aktivalodott az SA-tdl fliiggéen, mivel ezen
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gének relativ transzkript szintje a NahG novények leveleiben alacsony volt és az SA
kezelés hatasara fokozdodott a VT levelekben. Az SIGR1, SIGSTF2, SIGSTUS és SIGTT3
gének expresszidja nem valtozott szignifikdnsan a Tm kezelés hatasara, mig az SIGSH1 és
az SIDHAR?2 expresszidja csokkent a VT novények leveleiben. A PBA kezelés ugyanakkor
fokozta az SIGR1, SIGR2, SIGSTT2 és SIGSTT3 gének transzkripciojat, mely szerepet
jatszhat a Tm-indukalta ER stressz mérséklésében.

Az SA tovabbi szerepét erdsiti az ER stressz €s a redox folyamatok szabalyzasaban, hogy
a NahG novények leveleiben alacsonyabb maradt az MDA szint és az ionkieresztés @ Tm
kezelést kovetden, a VT novényekben mértekhez képest.

A sotétben torténd Tm kezelés hatasara az SIBIP expresszioja szignifikansan alacsonyabb
¢s a H2O2 akkumuldcidja valamivel kisebb maradt a fényben mértekhez képest a VT
novények leveleiben. Izolalt kloroplasztiszok felhasznaldséval igazoltuk, hogy a Tm
kezelés csak kozvetetten hathat a kloroplasztiszok ROS produkcidjara. Konfokalis
mikroszkopia segitségével bizonyitottuk, hogy a Tm-kezelt ndvények leveleiben
szignifikansan megnétt a kloroplasztikus ROS produkcio.

A Tm kezelés szignifikansan csokkentette a Y(I) és Y(II), valamint a Y(NA)
fotoszintetikus paraméterek értékeit és parhuzamosan novelte a Y(ND), az NPQ és a CEF
értekeit. Ugyanakkor ezek a valtozasok, az NPQ kivételével kifejezettebbek voltak a NahG

ndvények leveleiben, igazolva az SA UPR soran betoltott védekezést segitd szerepét.
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