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Zarojelentés

»Paradicsom (Lycopersicon esculentum Mill. L.) akklimatizac6ja ozmotikus és sostressz
hatasara: kapcsolatok hormonhatasok és jelatviteli utak kozott” (OTKA nysz.: T038392)

cimu kutatasi palyazatrol

Témavezet6: Gorgényi Miklosné Dr. Tari Irma

Bevezetés

A szalicilsav (SA) elsésorban biotikus stresszorok hatasara a magasabbrendii ndvényekben
kialakulo Un. hiperszenzitiv reakcidban szerepl6 jelatviteli komponensként volt ismeretes
(Raskin, 1992.). A termesztett ndvények rhizoszférajaban talalhatd mikroorganizmusok is
képesek az SA szintézisére, és megtalalhatd a novények gyokérzetének exudatumaban is
(Chou és Patrick, 1976.).

Mivel a szalicilsav és mas benzoesav szarmazékok erételjesen befolyasoljak a
novények novekedését, allelopatikus anyagnak tekintendok. A ndvekedésgatld hatést részben
annak tulajdonitottik, hogy az SA hat a ndvények vizhaztartasara. Szalicilsavval kezelt sz6ja
novények a kontrollnal alacsonyabb vizpotencialt és kisebb sztémakonduktanciat mutattak
(Barkosky és Einhellig, 1993.). Az SA ndvekedésgétlast és sztomazarddast okozott I6babban
is (Manthe és mtsai, 1992.), gatolta a plazmamembranban lokalizal6dé H*-ATP-az aktivitasat
(Bourbouloux és mtsai, 1998.) és a K*, Mg, CI" valamint a SO, felvételét (Baziramakenga
és mtsai, 1994.).

A vizhaztartas mellett a SA hat a fotoszintézisre is. Arpaban 100 uM-o0s SA kezelés
csokkentette a levél novekedését, a klorofill és fehérje tartalmakat, a fotoszintézis maximalis
sebességét, és a ribuldz-1,5-biszfoszfat karboxilaz-oxigenaz (Rubisco) aktivitdsat (Pancheva
és mtsai, 1996.). Ezzel ellentétben az SA bazéban fokozta a fotoszintetikus
elektrontranszportot (Sahu és mtsai, 2002.), és el6kezelésben alkalmazva feloldotta a
fotoszintézisgatlé herbicid, a paraquat altal indukalt gatlast a széndioxid fixacidra (Ananieva
és mtsai, 2002.).

Fontos szerepe van a szalicilsavnak az oxidativ stresszel kapcsolatos folyamatokban.
Az egyik els6 enzim, amelyrél bizonyitottak az SA géatld hatasat, a H,O,-t bont6 katalaz
(CAT) volt (Chen és mtsai, 1993.; Dat es mtsai, 1998.), bar késobb kiderilt, hogy ez a gatlas
csak egyes izoenzimek esetében érvényesul (Horvath és mtsai, 2002.). Részben az SA katalazt
gatlo hatasaval magyardztdk a H,O,-t szintjének megemelkedését és az oxidativ stresszt
indukald hatast, amely a biotikus stresszfolyamatokban a hiperszenzitiv reakciohoz vezet. A
H,0, koncentraciojanak megnovekedéséhez Arabidopsisban a szuperoxid dizmutaz (SOD)
aktivitas fokozodasa is hozzajarul, mig ugyanebben a névényben az SA az ugyancsak H,O,-t
bonto aszkorbat peroxidazt (APX) is gatolta a hajtasban (Rao és mtsai, 1997.).

Részben a szubletalis oxidativ stressz generalasaval és ennek kovetkeztében a redox-
regulalt, antioxidans enzimek expressziojanak fokozasaval hozzak 6sszefiiggésbe az SA-nak
azon hatdsait, amelyeket az abiotikus stresszorok hatasainak mérséklése kapcsan
tapasztalhatunk. A targykorben az elsok kozott jelent meg az a megfigyelés, hogy az
elékezelésként alkalmazott SA jelent6sen javitotta a kukorica hidegtiirését (Janda és mtsai,
1999.; Szalai és mtsai, 2000.) Az SA el6kezeles fokozta a ndvények rezisztenciajat az UV-B
sugarzéassal és az 6zonnal (Yalpani és mtsai, 1994.), a paraquattal (Ananieva és mtsai, 2004.),
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a hostresszel (Larkindale és Knight, 2002), a vizhidnnyal (Bezrukhova és mtsai, 2001.)
valamint nehézfém stresszel (Mishra és Choudhury, 1999.) szemben is.

A korébbi vizsgéalatokban az SA hatasai a sostressz vonatkozasaban ellentmondésosak
voltak (Borsani és mtsai 2001a.), mivel a hormont olyan ndvekedési fazisban alkalmaztak,
amikor az esetleges ABS szintézist serkent6 hatasa gatolja a csirdzast. A tal kisméretii néveny
szamara alkalmazott tal nagy koncentracidé sem vezetett a sostresszel szembeni rezisztencia
tartds fokozodasahoz (Shakirova és mtsai, 2003.).

A sostressz altal kivaltott primér hatas a Na* ionok citoplazmaba valé belépése utan
az ionegyensuly felboruldsa (Zhu, 2001.). A magasabbrendii ndvények citoplazméaja 100-200
mM K*-ot és 1-10 mM Na'-ot tartalmaz, amely 200 mM-os kiilsé Na* koncentracional 80
mM-ig is emelkedhet. A Na* ionok a fiziologiasnal nagyobb koncentracioban mérgezéek a
sejt szamara, megbontjak a fehérjék szorosan kotott hidratburkat, ezaltal azok elvesztik nativ
konformacidjukat, helyettesitik az enzimek kofaktoraként szolgald K* ionokat, és legtébbszor
enzimaktivitas gatlast idéznek elé.

A Ca*" -ra vonatkoz6 ionegyensuly felborulasa pedig a K*/Na* felvétel szelektivitasat
csokkenti azéltal, hogy megsziinteti a Ca®* gatlé hatasat a Na* citoplazmaba térténd belépését
is kozvetitd kis affinitasi K* transzporter fehérjére és a fesziiltségtsl fuiggetlen K* csatornara
(Maathuis és Amtmann, 1999.).

Az akklimatizaci6 soran tehat elsédleges a citoplazma ionegyensulyanak a
helyredllitdsa. Ez a Na* transzport szabélyozasan keresztiil valosul meg. A Na* kizarodik a
citoplazmabdl, ha a transzporterek K*-Na® szelektivitasa nagy, és a kaliumiont részesitik
elényben a natriummal szemben. A citoplazma natriumion tartalmat csokkentik azok a
transzporter molekuldk is, amelyek a sejtkompartmentumok, igy a vakudlum illetve az
apoplaszt felé, aktiv transzporttal pumpaljak ki a Na* iont. Ezek az un. Na'-H" antiporter
fehérjék, amelyek koziul a plazmamembranban lokalizal6d6 fehérjét SOS1-nek nevezik, a
vakudlum membranhoz kotottet pedig NHX (NHE) transzporter csaladnak.

Tovabbi lehetéség a gyokér terhelésének mérséklésére a Na® hajtasba iranyulo
transzportja a xilémen keresztiil. Az igy hajtasba keriild6 Na* a mezofillum sejtekben azutan
hasonlé transzporter fehérjék kozvetitésevel ugyanigy kompartmentizalodhat, mint a
gyokerben. Ez egyben azt is eredmenyezi, hogy mezofillum sejtek vakuolumaban
felnalmozodd Na® ion szervetlen ozmotikumként is szolgal. Ez kiléndsen a halofitakra
jellemz6, mig olyan glikofita névényben, mint a paradicsom, a hajtasban sok natriumot
akkumulalé termesztett fajtak inkabb szenzitivnek bizonyultak (Juan és mtsai, 2005.). Ebben
az esetben a natrium akkumuldcié az oxidativ stressz kovetkeztében a plazmamembran
szelektivitdsanak csokkenésével, ezt kdvetéen vizvesztéssel és vizpotencial csokkenéssel,
majd a levéloregedési folyamatok beindulasaval jart. A vad paradicsomfajok kdzott, azonban
kifejezetten halofita karakterii, Na'-ot akkumulal6 fajokat is talalunk, mint amilyen példaul a
Lycopersicon peruvianum és a L. pennellii (Rus és mtsai, 1999.; Chen és mtsai. 2001.).

A séstressz hatdséra az egyik elséként kialakulo valtozas a turgornyomas csokkenése
miatt bekdvetkezé sejtmegnyulas gatlas, amelyhez kapcsolodik a sztdmak zarodasat kovetéen
a fotoszintézis hatékonysaganak csokkenése és a csdkkent széndioxid asszimilacid. A Calvin-
ciklus enzimei és a fotofoszforilacié folyamatai is s6érzékenyek.

A masodlagos hatasok kozil legfontosabb a megndvekedett kilsé sdkoncentracid
kovetkeztében kialakulé ozmotikus stressz. Az ozmotikus stressz karos hatésainak kivédését
az ozmotikus homeosztazis helyreallitdsa jelenti. Ennek egyik eleme lehet a szervetlen
ozmotikumok koncentralddasa, de rendkivil fontos az Un. kompatibilis ozmotikumok, mint
példaul az alacsony molekulasulyl szénhidratok (szachardz, glikoéz, fruktdz, trehaldz),
cukoralkoholok (mannitol, szorbitol, ononitol, pinitol), szerves savak, aminosavak (prolin),
quaterner ammonium szarmazékok (glicinbetain, B-alaninbetain, prolinbetain stb.)
szintézisének aktivalodasa és akkumulacioja (Szegletes és mtsai, 2000.). A kompatibilis



ozmotikumok olyan kompartmentumokban szolgélnak ozmotikumként, ahol a fehérjék
szerkezete megorzendo, igy a citoplazmaban, kloroplasztiszban, mitokondriumban. Gyakran
ozmoprotektiv szereplk is van, tehat elésegitik a makromolekulak nativ térszerkezetének
fennmaradasat azaltal, hogy helyettesitik a szorosan kotétt vizmolekulakat a makromolekulak
felszinén és antioxidansként is funkcionalhatnak (Ashraf és Harris, 2004.; Tari és mtsai,
2004.a).

A masodlagos folyamatok kdzott masik fontos elem az abiotikus stresszorok nem-
specifikus hatasaként jelentkez6 oxidativ stressz. A reaktiv oxigén formak (ROS) egyik
legfontosabb forrasa a fotoszintetikus és a mitokondridlis elektrontranszport lanc. A
fotoszintetikus elektrontranszport soran a 2. fotokémiai rendszerben keletkezé szinglet oxigén
mellett az 1-es fotokémiai rendszer (PSI) is hozzajarul a ROS kialakuldsdhoz. A PSI
kozvetlenll adhat at elektronokat a molekularis oxigénnek, generalva ezaltal a szuperoxid
gybkanion, majd az ebbdl keletkez6 H,0, képzbédését a kloroplasztiszban. A ROS
inaktivalasaban enzimatikus (SOD, CAT, APX, monodehidroaszkorbat reduktaz,
dehidroaszkorbat reduktaz, glutation reduktdaz (GR)) és nem enzimatikus mechanizmusok
(karotinoidok, cukrok, cukoralkoholok, poliaminok) is szerepelnek.

A ROS eltavolitdsa mar 6nmagaban is tekintheté detoxifikaciés mechanizmusnak.
Tagabb értelemben azonban ide soroljuk a stresszor hatdsa alatt felhalmoz6do karos
anyagcseretermékek eltavolitasat és a seriilt molekul&k lebontasat vagy javitasat is.

Jonéhany detoxifikdlo enzim glutation (GSH)-fliggé, ezek kozil legnagyobb
jelentésége talan a glutation S-transzferazoknak (GST) van. A GST-k elektrofil
szubsztratokhoz GSH-t kotnek, majd a glutationalt metabolitot az un. ,,ATP-koté kazettaval
rendelkez6”, ABC transzporterek a vakuolumba széllitjgk. A GST-k ily mddon kozponti
szerepet toltenek be a xenobiotikumok detoxifikalasaban (Edwards és mtsai, 2000.). A stressz
hatasara indukalodd izoenzimeknek szereplk lehet a citotoxikus alkenalok konjugalasaban.
Ezek a vegylletek, mint példaul a 4-hidroxinonenal, a membranok oxidativ destrukcidja
kovetkeztében keletkeznek, rendkiviil toxikusak, és a GST-k egy csoportja (phi GST-k) képes
a detoxifikalasukra (Gronwald és Plaisance, 1998.). Deoxifikacios funkciot betblthetnek az
aldo-keto reduktézok is, amelyek egyik nem tul régen bizonyitott funkcidja, hogy redukaljak a
lipidperoxidacié mérgezé termékekent keletkez6 aldehideket, igy a 4-hidroxinonenalt
(Oberschall és mtsai, 2000.).

A sikeres akklimatizacioban fontos szerepe van a stresszor hatasara indukalodo
génexpresszios valtozasoknak, amelyeket kilonb6z6 stresszhormonok szintézisének
fokozodasa is kdzvetithet. Ezek koziil az egyik legfontosabb az abszcizinsav (ABS).

Ha az akklimatiz&cio sikeres, Uj steady state egyenstlyok mellett a ndvény novekedni
kezd a stresszor jelenlétében, illetve a stresszor hatdsdnak megsziinte utan helyreallitja
metabolikus folyamatait és névekedését.

A hosszutava el6kezelésként alkalmazott SA sostresszel szembeni védo hatasat
tudomasunk szerint sajat eredménynek tekinthetjuk (Tari és mtsai, 2002). A talajban 1évé SA
koncentraciok nagysagrendekkel alacsonyabbak az irodalmi attekintésben felsorolt
hivatkozasok nagy részében hasznalt koncentraciokhoz képest (5-107-10° M). A
névényekben azonban kornyezeti stresszhatasra kialakulhat olyan SA koncentracié, ami a 10
M-o0s exogén SA oldatbdl felvetelre kerll (Freeman és mtsai, 2005.). Ezért Kisérleteinkben az
SA-t joval alacsonyabb koncentracidintervallumban hasznaltuk (108-10* M), és hosszu
idétartamu elokezeléseket végeztink.

A magas sotartalmd talajok, az elsivatagosodo terliletek mezégazdasagi
hasznositasanak lehet6sége olyan ndvényi genotipusok kivalasztasat igenyli, amelyek jol
birjak ezeket a szélséséges feltételeket. Ismernink kell azokat a fiziologiai €és molekularis
folyamatokat, amelyek az egyed szintjén lehetévé teszik a kedvezétlen feltételek kozti
tulélést, és fontos ezeknek a mechanizmusoknak az 0©sszehasonlitdésa a sikeresen



akklimatizalodé vad fajok fiziologiai folyamataival is. Probalkoztunk tehat olyan eu-stresszt
kivaltd kezelésekkel, ami javitja a névények rezisztenciajat abiotikus stresszorokkal szemben.
Az allelopatikus hatast kivaltd szalicilsav hozzajarulhat a ndvények altalanos
stresszrezisztencidjanak fokozodasadhoz. Mivel a paradicsomot gyakran hidropdnikus, talaj
nélkdli kulturdban termesztik, és gyakran csak magas sotartalmu 6nt6zéviz all rendelkezésre,
kisérleteinkben a paradicsom sostressz rezisztenciajanak javitasat ttiztik ki célul.

Kérdésként vetettlik fel, hogy az SA elékezelés befolyéasolja-e, s ha igen, milyen
mechanizmussal a paradicsom névenyek sostresszel szembeni rezisztenciajat?

Ezek az eredmények részben elméleti alapot nyujtanak a szalicilsav altal kivaltott
priming megertéséhez, részben tovabb fejleszthetok a gyakorlatban is hasznalhatd
technolégiava.

Célkitiizések

Céljaink a kovetkezékben foglalhatok dssze:

= Osszehasonlitottuk harom, talajnélkili kultdraban is termesztett paradicsom genotipus
(Lycopersicon esculentum Mill. L. cv. Rio Fuego, Raissa és Profilo) s6- és nem ionos
ozmotikus stresszel szembeni érzékenyéséget. A 50, 100 és 200 mOsm NaCl és PEG
6000-es kezelések utdn meghataroztuk a relativ ndvekedési sebesseég csokkenesét, a
vizpotencial és ozmotikus potencial valtozast, a Na*, K* tartalmakat és azok aranyat, a
klorofilla fluoreszcencia indukcids és kioltasi paramétereket, valamint az oxidativ
stressz hatasara indukalddo jellegzetes enzimek aktivitasat (glutation S-transzferaz,
fenilalanin ammonia-lidz). Ennek alapjan a kétféle stresszor hatasara atmeneti, tehat
sem erdételjes rezisztenciara, sem erételjes szenzitivitdsra nem utalo valaszt mutatd Rio
Fuego fajtat valasztottuk kisérleti objektumul.

= A tovabbiakban a hosszu idétartamu szalicilsav elékezelés hatésait elemeztiik. Okoz-e
valtozast az SA el6kezelés a novények vizhaztartasi paramétereiben,
vizpotencialjaban, ozmotikus potencialjaban, és a fotoszintézis hatékonysagat is
meghatarozé sztémakonduktancidban? Hogyan hat az SA a K*(**Rb") felvételére
elokezelésben és direkt hatasként?

» Vizsgaltuk az elékezelések hatasat a klorofilla fluoreszcencia indukcids és kioltasi
paraméterekre, és probaltunk 6sszefiiggést talalni a paraméterek és az elékezelt
névenyek sostressz rezisztenciaja kozott.

= Tortenik-e az SA elékezelés hatasara ozmotikus adaptacié? Fokozza-e az SA
szervetlen ozmotikumok akkumuléciéjat? Hogyan befolyasolja az SA elékezelés a
sostressznek Kitett novények gyokerében és hajtasaban a K'/Na* aranyt, illetve az Na*
hajtasba irdnyuld transzportjat?

» Van-e hatdasa az elokezelésnek a szerves ozmotikumok szintézisére és
akkumulacidjara? Ha igen, melyek ezek a szerves ozmotikumok illetve ozmoprotektiv
anyagok: szacharoz, glukdz, fruktdz, szorbitol, poliaminok.

» Vizsgaltuk a glikdz metabolizmus egyik kulcsenzimének, a hexokinaz aktivitasdnak
valtozasat az elékezelések hatasara.

= Hogyan hat az SA el6kezelés a szorbitol szintézisét katalizaldo alddzreduktaz
aktivitasara a paradicsom gyoOkérben és hajtasban? Feladatul tiztik ki az enzim
tisztitasat ammonium szulfatos kicsapassal és ioncserés kromatografiaval, az
enzimkinetikai paraméterek meghatarozasat hajtasbdl és gyokerbol tisztitott
enzimpreparatummal kilonb6zé szubsztratok jelenlétében. Vizsgaltuk tovabbo a NaCl
és a SA in vitro hatasat az enzimaktivitasra.

= Hogyan hat az SA a nem enzimatikus és enzimatikus antioxidans
védémechanizmusokra [karotinoid, szorbitol, poliamin és prolintartalom, SOD, CAT,



APX, peroxidaz (POX) és glutation reduktaz (GR) aktivitds] és a detoxifikacioban
szerepet jatszd enzimek aktivitasa (GST)? Miképpen befolyasolja az elokezelés
ugyanezeket a paramétereket a sdstressznek Kitett ndvényekben?

Kérdésként vetodott fel, hogy a sostressz akklimatizacié szempontjabol az SA
elékezelés hataséra bekdvetkezé ozmotikus (és/vagy térfogati) adaptacio vagy az
antioxidans mechanizmusok aktivalodasa a meghatarozo?

Mi a szerepe az SA-nak az akklimatizacié sikerességét meghataroz6 abszcizinsav
(ABS) bioszintézisének indukcidjaban és az ABS tartalmak valtozasaban?

Hogyan hat az SA az ABS bioszintézis egyik regulacios pontjat jelent6 aldehid oxidaz
izoenzim (AOL) aktivitasara?

Kérdésként merilt fel, hogy csdkken-e az irodalmi adatoknak megfeleléen az
etiléntermelés az SA elékezelt ndvenyek gyokerében ill. hajtasaban? Van-e szerepe az
etilénnek az SA-indukalta akklimatizacioban? Hogyan hat a kis koncentraciéju etilén
az akklimatizacios folyamatokra?

Az SA, az ABS és az etilen altal indukalt jelatviteli utak kolcsonhatdsat vizsgaltuk
szOvettenyeszetben és a levélbdl készilt protoplaszt tenyészetben. Milyen
kezelésekkel fordithatd meg a sejthalélt okozd SA koncentraciok hatasa?

Végul célul taztik ki az SA Altal indukalt akklimatizaciés folyamatok
Osszehasonlitésat a sétolerans, vad paradicsom faj, a L. pennellii sostresszre adott, az
irodalomban leirt valaszreakcioival.



Anyagok és mddszerek
A novények nevelése

Kisérleteinkben Lycopersicon esculentum Mill. L. cvar. Rio Fuego paradicsom
ndvényeket hasznaltunk fel. A csirdztatas harom napon keresztil sététben, 26 °C-on tortént.
Ezt kovetéen a novények két hetes korukig perlitben majd vizkultiraban, (veghazi
korilmények kodzott ndvekedtek. A novényeket 12 6ras nappali, 12 6éras éjszakai periddus,
300 umol m™ s fényintenzitas és 55-60 %-os relativ paratartalom mellett neveltik. Az SA
kezelést a novények 4 hetes koratl 7 hetes koraig végeztiik, 10®-5.10* M-os koncentréaci6
intervallumban, amibdl el8kisérletek utdn a részletes vizsgalatokra a 107 és 10* M-os
koncentracidkat valasztottuk ki. A siOkezelés 7 hetes korban tortént 100 mM-os NaCl
alkalmazéasaval, a mintdkat a sokezelés elott és megkezdése utan 7-10 nappal vettik. A
méresekre a gyokereket és a csucstdl szamitott két legfiatalabb, de mar teljesen kifejlett
levelet hasznaltuk. Ez &ltaldban a 4-5. levélemelet volt. A nem ionos ozmotikus stressz
kivaltasa 6000-es atlagos molsulyu polietilén glikollal (PEG 6000, FLUKA) tortént, amelyet a
tapoldatba mértink dgy, hogy az oldat ozmozisos nyomasa 100 mOsm legyen. A
vizkultdrakat ebben a kisérletben, és a tovabbiakban is minden PEG-kezelés esetén akvarium
pumpaval levegoztettik.

A vizhaztartasi és novekedési paraméterek meghatarozasa

A levelek vizpotenciéljat nyoméaskamra segitségével hataroztuk meg (PMS Instruments Co.,
Corvallis, Oregon, USA), a sejtextraktum ozmotikus potencialjat automata ozmométerrel
mértik (Digital Automatic Osmometer, Mikro GMS). A sztomakonduktanciat a levelek
adaxialis és abaxialis felszinének kozepén steady-state porométerrel (PMR-2, PP Systems)
hataroztuk meg.

K* (®Rb") felvétel mérése

A K* felvétel monitorozasahoz ®°Rb* izotdpos jeldlést alkalmaztunk (Zsoldos, 1993).
A felvételi oldat 1 mM KCl-ot, 0,5 mM CaCl,-ot és 185 kBg/l aktivitasti *°RbCl izotépot
tartalmazott. A 3 hetes paradicsom novényeket a felvételi oldatban egyidejiilleg vagy az
izotopos felvételt megeldz3en 24 6raig 107 és 10 M-os SA-val kezeltiik. A felvételi kisérlet
id6tartama 6 Ora volt. A kisérletek értékelését PACKARD PRIAS PL folyadék szcintillacios
szamlaldval végeztik.

Az elemtartalmak meghatarozasa atomabszorpcios spektroszkopiaval

Az elemtartalmak  meghatarozasa Hitachi Z-8200, Zeeman  polarizalt
spektrofotométerrel, levegé-acetilén 1ang alkalmazésaval tortént (Trivedi és Erdei, 1992.)

A poliaminok analizise

A poliaminokat Flores és Galston (1982.) mddszerével hatdroztuk meg. A poliaminokat
HPLC-n (JASCO HPLC system, Japan), reverz fazisi kolonnan (Apex octadecyl 5 W;
250x4.6 mm), acetonitril:viz 45:55 (v:v) elegyével vélasztottuk el, és UV detektor
segitségével 254 nm-en azonositottuk.

Etilénprodukcié meghatarozasa



A novényi részek etiléntermeléset Hewlett-Packard 5890 series 1l gazkromatograf
segitségével, langionizéacios detektorral, aluminium-oxiddal toltétt oszlopon mértik. A
legfiatalabb, teljesen kifejlett levélbél illetve a gyokeérzetbol keszitett 1 g friss tdmegi névényi
anyag altal 1 dra alatt sotétben termeléd6 etilént kvantifikaltuk. A termelt etilén mennyiségét
standard allapotu, ismert koncentracidju etilénb6l  készitett kalibracidval —torténé
dsszehasonlitas utan nl (g friss tomeg)™*-h™ értékben adtuk meg (Tari és Mihalik, 1998.).

Pigment analizis és a fluoreszcencia indukcids paraméterek meghatarozésa

A Klorofill és karotinoid tartalmakat Lichtenthaler (1987.) szerint hataroztuk meg. A klorofill
fluoreszcencia-méréseket pulzus amplitdé-modulélt fluoriméter, PAM-2000 (Walz,
Effeltrich) segitségével végeztik. A 20 percig sotétadaptalt mintdkon az Fv/Fm-et, az Fo-t, a
fenyadaptalt mintdkon az effektiv kvamtumhasznositast ((Fm’-Fs)/Fm’=AF/Fm’), az
elektrontranszport sebességet (ETR), a steady state fluoreszcenciat (Fs), a fotokémiai kioltasi
paramétert (qP=(Fm’-Fs)/(Fm’-Fo)) és a nem fotokémiai kioltast (NPQ=(Fm-Fm’)/Fm”)
hataroztuk meg, az aktiv fény eréssége 700 pmol m s™ volt (Varadi és mtsai, 2000.).

Az abszcizinsav tartalom mérése kompetitiv ELISA-val

A noveényi anyag 1 g-jat 100 mM-o0s NaHCOj3 és methanol 20:80 (v:v) elegyében extrahaltuk,
ami 100 mi-ként 1 mg butilalt hidroxitoluolt (BHT) tartalmazott. Az ABS tartalmakat
Phytodetek, ABA kompetitiv ELISA kit segitségevel (Cat. Number: PDK 09347/0096)
hataroztuk meg. A standard gorbét (+) cisz/transz abszcizinsav felhasznélasaval a gyarté altal
leirt médon 0,0064-1000 pmdl mlI™* ABS koncentracié intervallumban készitettik el. Az
alkalikus foszfatdz reakcié aktivitdsat 405 nm-en mértik Dynatech ELISA leolvasé
segitségeével.

Az abszcizin-aldehid oxidaz (AO) (EC 1.2.3.1) aktivitas mérése aktivitas gelben

A ndvényi minta 1 g-jat jégben htitott rendszerben 2 ml extrakcios pufferben elddrzsoltik. A
homogenizatumot hutott centrifugdban 12 000 g-vel, 4°C-on, 20 percig centrifugaltuk. A
tovabbiakban a szupernatanst gélelektroforézisre hasznaltuk.

A fehérjetartalom meghatarozasa utan (Bradford, 1976.) a hajtasbdl 400 pg, a
gyokérbol 100 pg fehérje kerult felvitelre zsebenként a poliakrilamid gélre. Az elektroforézist
7,5 %-0s nativ poliakrilamid gélben 3 o6raig 4°C-on vegeztik (Laemmli, 1970.). Az
elektroforézis utan a gélt 0,2 M-os foszfatpufferben (pH 7,5) mostuk 10 percig, amit enyhe
rdzas mellett az enzimreakcid szubsztratjaival torténé kezelés kovetett szobahémérsékleten.
Az enzimreakcidohoz 1 mM-os indol-3-aldehid vagy o-naftaldehid szubsztratot hasznaltunk
Sagi és mtsai. (1999) szerint. A keletkez6 szinreakcid kvantifikalasat KODAK Elektroforézis
Dokumentacios és Analizis Rendszer (EDAS) 290 felhasznalasaval, KODAK 1D Image
Analysis szoftver (Eastman Kodak Company, 2000-2001) segitségével végeztiik.

Az 6sszes cukortartalom, a szachardz, glikoz és a frukt6z és szorbitol meghatarozasa
A hexokinaz (EC 2.7.1.1.) aktivitas mérése

Az 6sszcukor mennyiseégének meghatarozasara a Dubois-féle (1956) fenol-kénsavas
modszert hasznaltuk.



A szabad glukoz, fruktéz eés szacharéz mennyiségét a Boehringer-Mannheim/R-
Biopharm 0716 260 katalogusszamd, a NADPH UV-abszorpciojan alapulé szachardz,
glikdz, frukt6z meghatarozaséara kidolgozott teszttel vegeztiik a gyartd utasitasai alapjan. A
szorbitol meghatarozasa a Boehringer-Mannheim/R-Biopharm 0 670 057 katalogusszamu
szorbitol/xilitol meghatarozdsara kidolgozott teszttel tortént. A hexokindz extrakcidja és
mérese (Whittaker és mtsai, 2001.) altal leirtak szerint tortént.

Az alddz reduktaz (ALR) (EC. 1.1.1.21.) enzim mérese

Az ald6z reduktaz izoenzimek tisztitasa 40 illetve 80 %-0s ammoniumszulfatos kicsapassal,
majd a dializalt csapadék feloldasa utan a specifikus aktivitas meghatarozasaval tortént. A
tisztitott levélkivonat kinetikai paramétereinek meghatarozasa (Km, Vmax) naftaldehid, D,L-
glicerinaldehid és NADPH felhasznalasaval tortént. A levélben és gyodkérben talalhato
izoenzimeket DEAE Sephadex A25120 anioncserélé oszloppal valasztottuk el. A NaCl
enzimaktivitasra gyakorolt in vitro hatadsat 50-450 mM intervallumban, a szalicilsavét 0,5-1.5
mM kdzott hataroztuk meg.

Az alddz reduktaz (ALR) (EC. 1.1.1.21.) enzim aktivitasdnak meghatarozasa noveényi
kivonatbol Van der Jagt és mtsai (1992) altal leirtak szerint tortént.

Az antioxidativ enzimek aktivitasdnak meghatarozasa

Szuperoxid-dizmutdz (SOD) (EC 1.15.1.1) aktivitast a nitroblue-tetrazolium (NBT) riboflavin
jelenlétében torténé fotokémiai redukcidjanak gatlasa alapjan hataroztuk meg (Dhindsa és
mtsai, 1981.). A kataldz (CAT) (EC 1.11.1.6) és a peroxidaz (POX) (EC 1.11.1.7) aktivitas
méreset Upadhaya és mtsai  (1985) szerint végeztik. Az aszkorbat peroxidaz (APX) (EC
1.11.1.11.) aktivitdsadt az aszkorbinsav oxidaciojanak kovetésével a 290 nm-nél mért
abszorpcid csokkenésbol szamitottuk 1 perc inkubacio utan (Panchuk és mtsai, 2002.). A
glutation reduktaz (GR) (EC 1.6.4.2) aktivitadsat Smith és mtsai (1988) szerint hataroztuk meg.

A malondialdehid (MDA) tartalom mérése

A lipidperoxidacio bomlastermékeinek mérését, ami elsésorban a malondialdehid,
tiobarbitursavas modszerrel vegeztik. A reakcidtermékek menyiségét 532 nm-en hataroztuk
meg. A malondialdehid tartalmakat 155 mM™ - cm™ millimolaris extinkciés koefficiens
felhasznalasaval szamitottuk (Heath és Parker, 1968.).

Protoplaszt szuszpenzid készitése

A levél protoplasztok izolalasa K75 oldatban, Kao és Michayluk (1980) leirasa szerint tortént.
A protoplasztok életképességét Evans-blue festéssel hataroztuk meg (Baker és Mock, 1994.).

Statisztikai analizis

A Kkisérleteket 3-5-szOr ismételtik. A Kisérletben megadott atlagértékek 3-6 egymastol
flggetlenll készitett ismétlés atlagai a sztenderd hibaval. A kontrolltdl valé szignifikans
kilénbséget Student-féle t-teszttel hataroztuk meg P<0.05 (*), 0.01 (**) vagy 0.001 (***)
valOszintisegi szinteken. Mé&s esetben SigmaStat 3.1 programmal a Duncan-féle tesztet
alkalmaztuk P<0.05 tekintve szignifikansnak.



Eredmények

1. A 100 mM NaCl kezelés és PEG 6000 altal kivaltott nem ionos ozmotikus stressz
hatasara mutatott novekedésgatlas, a vizpotencial csokkenés, a hajtasban mért Na*
akkumulacié és a fluoreszcencia indukcios paraméterek alapjan harom genotipus, a
Raissa, Profilo és Rio Fuego kozil a nem ionos ozmotikus és a sostresszre jol, de nem
széls6ségesen reagalé Rio Fuego fajtat valasztottuk kisérletink objektumaként. Az
eredményekrél készilt cikk benyuljtasra elokészitett formaban van (Szepesi et al. 2006.
Comparison of salt stress response of three tomato genotypes)..

2. A szalicilsav paradicsom novények vizhaztarasi paramétereire gyakorolt hatasat harom
hetes elékezelések formajaban végeztik. Megallapitottuk, hogy az SA az irodalmi
adatoknak megfeleléen csokkenti a kezelt novényekben a vizpotencialt, gatolja a
K*(°Rb") felvételt (1. és 2. é&bra), és gyors sztdmazarodast idéz els. Az egyik
legfontosabb ozmotikum, a kalium felvételének gatldsdval csokken a szdvetek
vizmegtarto képessége. Hosszabb tavon azonban, az irodalomban ismertektél eltéréen, az
elékezelt ndvényekben ozmotikus és/vagy térfogati adaptacioval helyreallt, s6t, a
kontrollnal kevésbé negativva valt a vizpotencial, és a K* kivételével az iontartalmakban
sem volt szignifikans valtozas.

Vizpotencial (MPa)

1. dbra. 107 M-os és 10* M-os szalicilsav (SA) elékezelés hatdsa a 4 hetes paradicsom
névények vizpotencial valtozasara az id6 fiiggvényében. (Atlag+SE, n=10, a *-gal jelolt
kezelt minta az aznapi kontrolltél P<0,05 (*), 0.01 (**) vagy 0,001 (***) valdszintiségi
szinteken szignifikansan kilonbozik).

I Direkt hatas Hajtés

[ utéhatas a Gyﬁkér

K 10"MSA 10*M SA K 107"MSA 10*MSA



2. dbra. 107 M-os és 10 M-os szalicilsav (SA) elé- és egyidejii kezelések hatasa a 4 hetes
Az izotop felvétele 1 oraig tortent. Kozvetlen hatas: fekete oszlop; elékezelés: sziirke oszlop
(Atlag+SE, n=4). A kulénbozo betiivel jelzett atlagok szignifikansan kiilonbdznek egymastol
P<0,05 val6szintiségi szinten, amit a Duncan teszt segitségével hataroztunk meg. A 0,05
valdszintiségi szinten nem kilonbodzo atlagertékeket nem jel6ltik.

3. A tovabbiakban az SA elékezelés hatasat az egy hetes, 100 mM-os NaCl kezelést kdveto
eredményekkel egyiittesen foglalom dssze.

Rendkiviil hatékonynak bizonyult a 10* M-os SA-val torténd elékezelés a sostressz
hatasainak kivédésében. A felvett Na'-ot az elékezelt novények joval nagyobb aranyban
széllitottak a hajtasba, mit a kezeletlenek (3. &bra), és ott, a halofita karakterdi, vad
paradicsomfajokhoz (L. pennellii, L. peruvianum) hasonléan, ozmotikumként hasznaltak, ami
tovéabbi jelentds relativ viztartalom és vizpotencial emelkedést jelentett a 10* M-os SA-val
elékezelt, sostresszelt ndvényekben (Szepesi és mtsai, 2005.).
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3. 4bra. 107 M-o0s és 10* M-os szalicilsav (SA) elékezelés hatasa 8 hetes paradicsom
novények hajtdsanak es gyokerenek kalium és natrium tartalmara 1 hetes, 100 mM-os NaCl
kezelést kovetéen (Atlag+SE, n=4). A kilénbozé betiivel jelzett oszlopok az ANOVA-t
koveté Duncan teszt alapjan 0,05 valosziniiségi szinten szignifikansan kilonbéznek. A tesztet
a K* és Na" tartalmakra kiilon végeztiik el.

Ez ugyanakkor csokkenti a gyokér Na® terhelését, ami a detoxifikaciés mechanizmusok
sikeressége szempontjabdl rendkiviil fontos. Ez a K'/Na’ aranyok valtozéasaban is jol
tukrozédik. A gyokérben az eldkezelés hatasara sostressz alatt az alacsonyabb K™ tartalmak
mellett is megmarad a K*/Na" arany.
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4. Annak bizonyitékaul, hogy a 10 M-o0s SA-val kezelt névények jobban toleraljak a hajtas
magas Na® koncentracidit, mint a kontroll, a levelek soérzékeny novényekre jellemzo
sargulasan kivul a fluoreszcencia indukcios és kioltasi paramétereket és a lipidperoxidacio
alakulasat vizsgaltuk (1. és 2. tablazat).

1. tablazat. A klorofill (a+b) és az osszes karotinoid tartalom pg g* friss tdmeg, a
malondialdehid (MDA) tartalom pmol g* g friss tdmeg értékben valamint a Kla/Klb arany
SA-val elokezelt, fiatal paradicsom levelekben egy hetes, 100 mM-os NaCl kezelés utan.

Kl (a+b) Kla/Klb Karotinoidok MDA
Kontroll (K) 1716.0+59.0° 2.14+0.07° 248.2+18.2% 0.33+0.03°
K + NaCl 1319.1+27.9° 2.00+£0.08°  156.5+ 3.6° 0.36+0.06°
10" M SA 1485.8+40.2° 2.40+0.03%  249.2+13.3%® 0.28+0.03°
107" M SA + NaCl  1387.1+150.3" 2.49+0.05  199.6+29.6 0.18+0.01°
10" M SA 1799.9+54.1% 2.28+0.08% 283.8+17.1° 0.34+0.06°
10* M SA + NaCl  1342.9+28.8" 2.37£0.08%  205.4+10.9% 0.20+0.02°

(Atlagok+SE, n=6). A kilonbézé betiivel jelzett atlagok szignifikansan kiilonboznek
egymastdl P<0,05 valosziniiségi szinten, amit a Duncan teszt segitségevel hataroztunk meg.

Séstressz alatt csokkent a 10 M-os SA elékezelés hatésara a klorofill (a+b) tartalom viszont
nétt a Kla/Klb ardny. Ez arra utal, hogy a SA el6kezelés inkabb a Klb destrukciojat fokozta.
Az egyhetes sokezelés a kontrollhoz képest lecsokkentette a Kla/Klb aranyt, ez a tendencia
azonban az el6kezelt névényekben megfordult. A fotoszintetikus pigmentek szintézisének
gatlasa és/vagy degradaciojanak fokozddasa jellemz6 a szarazsag, de kilondsképpen a
sostressz alatt. A degradacio altalanos fokozodasa adaptiv hatdsu is lehet, mivel a névény a
fénybegyiijtés csokkenésével a fotoinhibicios karosodast csokkenti

Szignifikdnsan megemelkedett a 10 M-os SA-val elékezelt novények karotinoid
tartalma is soOstressz alatt. Ez azon tdl, hogy a karotinoidok fontos antioxidansok, a magas
karotinoid tartalom a sotolerans paradicsom genotipusok fiziologiai markerének is adddott.
Ugyancsak rezisztenciamarker a stresszor hatdsa alatt csokkent lipidperoxidacio is, amit a
szignifikdnsan kisebb malondialdehid tartalom tikr6z (Juan és mtsai, 2005). Hasonlo
eredmenyeket kaptak sostressz kezelés hatasara a L. pennelliiben is (Shalata és mtsai 2001).

2. tablazat. A Klorofilla fluoreszcencia indukcios paraméterek (F./Fn, arany, a gP, a ®ps; €S
az NPQ) valtozasa 7 napos, 100 mM-os NaCl kezelést kévetsen a 107 és 10* M-os SA-val
elékezelt paradicsom novények legfiatalabb, kifejlett leveleiben.

Fu/Fm gP Dpg NPQ
Kontroll (C) 0.765+0.01™ 0.582+0.05° 0.252+0.01% 0.599+0.01%
K + NaCl 0.773£0.01™ 0.447+0.03" 0.232+0.02° 0.607+0.01%
107 M SA 0.784+0.01™ 0.625+0.06° 0.349+0.03 0.538+0.01%
10" M SA + NaCl  0.764+0.00" 0.561+0.01% 0.311+0.01% 0.534+0.01°
10* M SA 0.775+0.00™ 0.519+0.02% 0.298+0.02% 0.508+0.02°
10" M SA + NaCl  0.793+0.01™ 0.637+0.02% 0.374+0.02% 0.549+0.03°
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(Atlagok+SE, n=4). A kiilonbozé betiivel jelzett oszlopok szignifikansan kiilonbdznek
egymastdl P<0,05 valosziniiségi szinten, amit a Duncan teszt segitségevel hataroztunk meg.

Az altalunk hasznélt SA koncentracioknal a fotoszintézis fényreakcioi nem gatlédnak
drdmaian, ahogyan azt a fluoreszcencia indukciés paraméterek, koztik az Fv/Fm
valtozatlansaga, az effektiv kvantumhasznositas, a AF/Fm’ SA elékezelés hatasara torténé
novekedése, a fotokémiai (gP) és a nem fotokémiai kioltds (NPQ) aranyanak a fotokémiai
javéra torténé eltolodasa mutatja (2. tablazat).

Az F/Fn véltozatlansdga arra utal, hogy az SA kezelés és a sostressz altal kivaltott
oxidativ stressz nem okozott olyan valtozast a kloroplasztiszban, ami jelent6s fotoinhibiciot
eredmeényezne. A PSII primér fotokémiai folyamatainak hatékonysaga (®ps)), az effektiv
kvantumhasznositas és a qP novekvé értékei az NPQ-val szemben a sotolerans névenyekre
jellemz6 véltozasok. A sostresszelt kontroll novényekben az el6kezeltekkel szemben
ugyanakkor kisebb volt az effektiv kvantumhasznositas valamint a fluoreszcencia kioltasaban
nagyobb volt a hédisszipacio (NPQ) aranya, mint a fotokémiai folyamatoké.

A SA elékezelés utdn a paradicsom novények fluoreszcencia indukcios
paramétereiben torténé valtozasok a kilénbdzé fajok tolerdns genotipusaiban figyelhetok
meg. Soétolerans rizs genotipusok sostressz alatt nagyobb effektiv kvantumhatékonysagot
(Dpsi) és kisebb nem fotokémiai kioltast (NPQ) mutattak, mint a szenzitiv genotipus
(Dionisio-Sese és Tobita 2000). A rizs sotoleranciajat fokozni lehetett a kloroplasztisz
glutamin szintetdzat kdédold transzgén tllexpresszaltatasaval. Ez utdbbi a fotorespiracios
kapacitast noveli meg a fotorespiratorikus ammonia eltavolitasaval. Az elektrontranszport
tlredukaltsaganak kiklszobolésével a fotorespiracio jelentds szerepet kap a sostressz
tolerancia kialakitasaban a transzgénikus rizs novényekben, ami a ®ps; és a QP
ndvekedésében is megnyilvanul (Hohsida és mtsai 2000).

5. A natriumon kivil az elékezelt névényekben az ozmotikus adaptaciohoz hozzajarulhatnak
az odhat6 cukrok is. Az SA elokezelés hatdsara mind a hajtasban, mind a gyokérben megné az
oldhat6 cukrok mennyisége.

valtozasa (Tari és mtsai, 2004b). A hajtdsban a szachar6z koncentracioja csokken az
elékezelés hatdsara, majd tovabb csdkken a sostressz alatt. A gyokérben ezzel szemben az
elékezelés megemeli a szachardz koncentréaciot, és ez a tendencia megmarad a 100 mM-o0s
NaCl jelenlétében is. Ez jo 6sszhangban van azzal, hogy a szénhidratok szachar6z forméaban
transzportalédnak a gyokérbe, és itt a kilonbozé sejtkompartmentumokban lokalizalodd
invertaz izoenzimek altal katalizalt hidrolizis utan alakulnak csak hex6zokka (4. abra).

Ezzel szemben a hexoézok, a glikdz, de kuléndsképpen a fruktdz mennyisége
megemelkedik az el6kezelt novények hajtasaban, amely emelkedés mértéke a soOkezelés
hatasara ugyanitt kissé csokken. A gyokérben a 10”7 M-o0s SA el6kezelés hataséra elsésorban
a fruktéz koncentraciojaban tortént szignifikdns csokkenés, mig a séstressz a hexoz
tartalmakat altalanossagban is csdkkentette a gyokérben.

Mivel a hexdzok katabolikus folyamatokba torténé lépése szorosan kapcsolodik a
hexokindz enzim Altal Kkatalizlt foszforilalasi reakcidval, ezért megvizsgéltuk az enzim
aktivitasat a hajtasban és a gyokérben is .
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4. gbra. 107 M-os és 10* M-o0s SA elékezelés hatésa 8 hetes paradicsom névények dsszes
oldhat6 cukor, szachardz, gliikoz és fruktdz tartalmara 1 hetes, 100 mM-os NaCl kezelést
kovetéen (Atlag+SE, n=3). A kiilonb6zd betiivel jelzett atlagok szignifikansan kiilonbdznek
egymastdl P<0,05 valo6sziniiségi szinten, amit a Duncan teszt segitségével hataroztunk meg.

A hexokindz aktivitds a hajtasban nem valtozik szignifikansan, a gyokérben azonban az
elokezelés hatasara mérsékelt, a sostressz altal megndvelt aktivitdsban pedig dramai
csokkenés figyelheté meg az SA- eldkezelt névényekben. A glikéz foszforilacioja egyuttal a
metabolikus folyamatokba, elsésorban a glikolizisbe valo belépését is jelenti. A hexokinaz
aktivitas csokkenése tehat szénhidrat megérzo hatasu is lehet.

Juan és mtsai (2005.) szerint, a jo sotolerancidval rendelkezé paradicsom novenyeket
magas szacharoztartalom jellemzi séstressz alatt. Kontroll novényeinkben a 100 mM-os NaCl
hatasara olyan szachar6z tartalmak alakultak ki (~14 mg g™ friss tdmeg), amilyen értékek
jellemezték a Juan és mtsai (2005.) altal leirt, termesztett, jobb sotir6 képességii
genotipusokat. Kontroll névényeink azonban lathatéan s6érzékenyek. A szalicilsavas kezelés
azonban megvaltoztatta ezt, hiszen a szachar6z helyett a biokémiailag és fiziologiailag eltéré
szerept fruktdz akkumulalodik a hajtasban. Az ozmotikus potencial kialakitasaban pedig a L.
pennelliihez hasonldan elsésorban a szervetlen Na* dominal (Pérez-Alfocea et al. 1993).

6. Az ozmotikus adaptacioban a cukrokon kivil killénb6z6 cukoralkoholok is részt vehetnek.
A paradicsom levélben és a termésben is kimutathato a szorbitol, nem ismeretes azonban az

A hajtasban és a gyokeérben is legalabb ket kiilonb6z6 aldoz reduktaz (ALR) izoenzim
jelenlétét lehetett detektalni DEAE ioncserés kromatogréfiaval, 0-1,0 M-os linearis KCI
gradienssel (5. abra).
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5. &bra. A paradicsom gyokérextraktum aldézreduktdzanak tisztitisa DEAE ioncserés
kromatogréfiaval. O: fehérjetartalom, mg ml™; A: specifikus aktivitss, nmol min® mg

fehérje™)

Ezért nem meglepd, hogy a kiillénbdz6 szubsztratokkal kissé eltérd aktivitasokat kaptunk.

A 80%-0s ammoniumszulfatos kicsapast kdvet6 dializis utan a levélben 2,45-szoros tisztitast
lehett elérni, ami az ezt kovet6 dializissel még tovabb volt novelheté 7,17-szorosra. A
gyokerben lévé tisztitott enzimmel meghataroztuk az enzim kilénb6z6 szubsztrattal mutatott
Kwm és V max értékeit. Az adatokat a 7. tablazat tartalmazza.

3. tablazat. Paradicsom gyokérbsl kivont ald6z reduktaz enzim Kkinetikai paraméterei
kiloénb6z6 szubsztratokkal.

Gyokérkivonat
Szubsztrat Kwm V max
(mM) (nM min™ mg™* protein)
NADPH 1,84 35,71
glikoz-6-P 0,025 20.66
D,L-glicerinaldehid 1,2 1,7
2-naftaldehid 0,21 24,88

Az enzim elfogadta a DL-glicerinaldehidet és a 2-naftaldehidet is szubsztratnak, a kis Ky
érték miatt azonban valdszinilleg a glukdz-6-foszfat a természetes szubsztrat. A gyokérbél
kivont enzim aktivitasat in vitro 50 mM-t6l csokkentette a NaCl, és 0.5 mM-t6l kezdve a
szalicilsav, mig a hajtas enzimét ugyanezen SA koncentracié aktivalta.

Az SA elbkezelés a hajtasban szignifikansan megemelte az enzim aktivitasat, amely a
sokezelt mintakban is megmaradt. Ezzel szemben a gyokerekben az SA inkabb gétolta az
enzimaktivitast. A gyokérben az SA el6kezelés dnmagaban is gatl6 hatast gyakorolt az
extrahéalhat6 enzimaktivitasra, azonban a NaCl jelenlétében a hatas megfordult, és a 10 M-os
SA-val elékezelt mintdban mér erételjes aktivalast mérhettiink (6. &bra).
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6. dbra. 10 M-0s és 10 M-os SA elékezelés hatasa 8 hetes paradicsom névények a levél és a
gyokér alddzreduktdz aktivitasara glicerinaldehid szubsztrattal 1 hetes, 100 mM-os NaCl
kezelést kovetéen (Atlag+SE, n=3). A Kkiilénbozé betiivel jelzett atlagok szignifikansan
kilénboznek egymastdl P<0,05 val6sziniiségi szinten, amit a Duncan teszt segitségével
hataroztunk meg.

Az ugyanezen mintakbol szarmazé szorbitoltartalmak a hajtasban kozelitéleg kovették
az ALR aktivitds valtozasait. A gyokérben az SA elékezelések nem okoztak szignifikans
szorbitoltartalom valtozast, és ez csak minimalisan modosult a NaCl jelenlétében is. A
keletkezett szorbitol mennyisége azonban, hasonléan az irodalmi adatokhoz, nem elegend6
arra, hogy ozmotikumként szamitasba johessen. Nagyobb jelent6sége lehet annak, hogy a
szorbitol szintézis hozzajarul a redukalt NADPH oxidaciojahoz, ami stresszor hatésa alatt
fontos 1épés a NADP® reciklizacioja szempontjabol. A szorbitol tobbek kozott
antioxidanskeént is szerepelhet.

7. Detoxifikacios mechanizmusok: reaktiv oxigénformak eltavolitasa

A szalicilsavrol kdzismert, hogy oxidativ stressz generalédséval programozott sejthalalt
indukal a hiperszenzitiv reakcio soran. Az abiotikus stresszorokkal szembeni védohatast is az
antioxidans enzimrendszer aktivaldsdval magyarazzak. Vizsgaltuk a legfontosabb, a reaktiv
oxigénformak eltavolitasat katalizalé enzimek aktivitasat az SA-val elokezelt névényekben az
egyhetes sOkezelést kovetéen (4. tablazat). Ezek a hatasok a hajtasban és a gydkérben
eltérnek.

4. tablazat. 107 M-o0s és 10™* M-os szalicilsav (SA) elékezelés hatasa 8 hetes paradicsom
novények gyokerzetének és hajtasanak katalaz (CAT), szuperoxid dizmutaz (SOD), guajakol
peroxidaz (POX) és glutation reduktaz (GR) aktivitasara (U mg™ protein) (Atlag+SD, n=3).

CAT SOD POX GR
(U mg™ protein)

Gyokeér
Kontroll 4.06+0.03°  294.75+16.1° 2145.8+63.81° 11.12+ 0.65°%
K+ Na 2.67+0.02°  19.24+4.33° 3519.6+489.6%° 2.79+ 0.36°
10" M SA 1.33+0.57°  70.81+30.63° 890.8+ 54.17¢ 3.67+0.11°
107 M SA + Na 2.51+0.34°  16.73+ 7.80° 4626.5+217.0° 5.46+0.49"
10" M SA 2.71+0.09°  339.41+97.2% 3912.24521.6° 8.89+0.50°
10* M SA + Na 2.7140.34°>  15.92+5.00° 2534.8+191.4° 10.12+0.80°
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Hajtas

Kontroll 1.37+0.17%°  180.88+ 7.17" 208.10+ 4.9 4.84+0.13°
K +Na 0.70+0.07°  123.49+ 11.4° 282.23+41.9° 7.62+0.57"
107 M SA 1.14+0.26°  131.62+ 21.9° 156.80+15.1° 6.38+0.48°
107 M SA + Na 0.34+0.02°  86.12+16.34° 405.00+57.7° 6.65+0.50°
10" M SA 1.48+0.19%  274.30+66.33° 339.10+30.5° 6.37+0.49°
10" M SA + Na 0.65+0.09°  86.78+ 11.01° 492.99+39.5% 10.10+0.70°

Az SA elékezelés a gyokérben szignifikansan csokkentette a katalaz aktivitasat, a hajtasban
viszont nem okozott jelent6s valtozast. A sostressz az SA elékezelt ndvenyek gyokerei
kivételével minden esetben tovabb csokkentette a CAT aktivitast.

Csokkenés figyelheté meg a SOD aktivitasban a hajtasban és a gyokérben, 107 M SA
elékezelésnél. A sdstressz mindenitt tovabbi SOD aktivitas csokkenést eredményez. A
hajtdsban tehdat a 100 mM NaCl hatasara lecsokkent, hidrogénperoxidot bontd
katalazaktivitas, és a csokkent SOD aktivitas valdban kiinduldpontja lehet reaktiv oxigén
forméakat generalo reakciosornak.

A H;0O, eltavolitasat végezhetik a kilonbdz6 peroxidazok, amelyek koziul a
kloroplasztiszban, a mitokondriumban és a peroxiszomakban kiemelt szerepe van az
aszkorbat peroxidaznak (APX). A guajakol peroxidaz aktivitds mind a hajtasban, mind a
gyokérben magasabb volt a 10* M-os SA-val elékezelt névényekben, amit a hajtasban
minden mintdban, a gyokérben a kontroll és a 107 M-os SA elékezelésnél a sostressz
fokozott.

Az oxidativ stresszel szembeni akklimatizacioban szerepl6 egyik kulcsenzim, az APX
aktivitasa a hajtasban lecsdkkent az SA el6kezeles hatasara, ezzel szemben a gydkérben igen
jelentés aktivitasnovekedes figyelheté meg. Soéterhelésnél mind a hajtdsban, mind a
gyokérben fokozddik az APX aktivitdas, ami az SA elékezelt mintdkban a kontrollénal
szignifikdnsan magasabb értékeket eredményez (7.4bra).
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7. &bra. 107 M-o0s és 10” M-0s SA elSkezelés hatasa 8 hetes paradicsom novények a
levelének es a gyoOkérzetének aszkorbat peroxidaz aktivitasara 1 hetes 100 mM-os NaCl
kezelést kovetden (Atlag+SE, n=3). A *-gal jel6lt kezelt minta a kezeletlen kontrolltol P<0,05
(*), 0.01 (**) vagy 0,001 (***) valdsziniiségi szinteken szignifikansan kilénbozik.

A dehidroaszkorbinsav glutationnal tértené redukcidjat végzé glutation reduktaz aktivitasa a
hajtasban nem valtozik, a gyokérben inkabb csokken az elékezelések hatésara, bar 10 M-nal
ez minimalis. A sostressz a hajtasban emeli, a gyokérben géatolja az enzimaktivitast a kontroll
névényekben. A 10 M-os SA elékezelésnél a hajtasban a 100 mM NaCl hatésara a GR
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aktivitas szignifikdnsan novekszik, a gyokérben pedig nem csdkken a kontrollhoz képest (8.
abra).

Mivel a magas NaCl koncentracidk elsésorban a gyokér szoveteit karosithatjak, ezért
lenyeges a gyoker akklimatizacids folyamatat kiemelten és elsédlegesen kezelni.

Megallapithatjuk, hogy a gyokérben az elékezelések hatdsara csokkené CAT aktivitas
H,0, akkumulaciohoz vezethet, amit a jelentésen fokozodo aktivitasi POX es/vagy APX
bonthat le. Az aszkorbat reciklizaciojat biztosit6 GR aktivitasanak jelent6s csokkenése
sostressz alatt, illetve aktivalodasanak elmaradasa 107 M-os SA elSkezelésnél, el3idézheti az
akklimatizacié sikertelenségét a 107 M-os SA-val elékezelt ndvényekben, ami magas GR
aktivitas mellett a 10* M-os SA-val elékezelt névényekben nem koévetkezik be.
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8. 4bra. 107 M-0s és 10* M-os SA elékezelés hatdsa 8 hetes paradicsom névények a
levelének és a gyokeérzetének glutation reduktaz aktivitasara 1 hetes, 100 mM-os NaCl
kezelést kdvetéen (Atlag+SE, n=3).

A hajtasban a sostressz gatolja a CAT aktivitasat. Itt elsésorban a guajakol peroxidaz jarulhat
hozzd& a H,0, lebontdsdhoz. Az antioxidativ kapacitast azonban nem enzimatikus
komponensek, mint példaul a szignifikansan megndvekedett karotinoid tartalom is néveli a
10™* M-os SA elkezelésnél.

Markans, az id6 fliggvényeben azonos iranyud valtozasok kovetkeznek be a L. pennellii
vad paradicsom gyokerében az antioxidativ enzimek aktivitasanak valtozasaban 100 mM-os
NaCl kezelés hatasara az 5. nap utan (Shalata és mtsai, 2001). Az idézett szerzék a L.
esculentummal szemben az aszkorbat peroxidaz és a CAT aktivitasanak szignifikans
novekedeset, és a GR nem szignifikans csokkenését detektaltak a sokezelt L. pennellii
ndvények gyokereiben. Hasonloképpen, a vad paradicsomfajban csokkent lipidperoxidacio,
kisebb MDA tartalom mérhets. Az APX és a GR aktivitdsban és az MDA tartalomban
hasonlé irany( valtozasok torténtek 10 M-os SA elékezelés hatasara a L. esculentum cv. Rio
Fuego termesztett fajtaban is.

A poliamintartalom ndvekedése a sdstressz hatdsara kialakulé adaptiv valasznak
tekinthetd. A levelekben a sostressz kovetkeztében csokken a Put tartalom a kontrollban és a
107 M-os SA elékezelésnél, mig a 10” M-nal szignifikans emelkedést kaptunk. A
gyokerekben a 10* M-os SA el8kezelés megemeli a Put mennyiségét, ami 100 mM NaCl
jelenlétében lecsdkken (9. dbra).

A poliaminok spektrumaban megfigyelheté valtozas igen lényeges a sostresszel
szembeni ellenalléség kialakul&séban. Fontos tényezoi az antioxidans
védémechanizmusoknak, ami részben kozvetlen ROS Kkioltd hatasuk kovetkezmenye,
ugyanakkor szerepet jatszhatnak az antioxidativ enzimek aktivalasaban. A Put nagyon
hatasosnak bizonyult az APX, a GR és a SOD aktivitdsdnak fokozésaban (Tang és Newton,
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2005.). Ugyanakkor gatolta a hiperszenzitiv reakci6 ROS-generalé enzimét, a NADPH
oxidazt dohany mikroszoma frakcioban, ezaltal mérsékli a "O," képz6dését. (Papadakis és
Roubelakis-Angelakis, 2005.).
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9. 4bra. 107 M-0s és 10* M-os SA elékezelés hatdsa 8 hetes paradicsom névények a
levelének és a gyokérzetének putreszcin (A, B), spermidin (C, D) és spermin (E, F) tartalméara
1 hetes, 100 mM-os NaCl kezelést kovetden (Atlag+SE, n=4). A kiilonbozé betiivel jelzett
oszlopok szignifikansan kulonbdznek egymastol P<0,05 val6sziniiségi szinten, amit a Duncan
teszt segitsegével hataroztunk meg.

igy a 10* M-os SA-val el3kezelt gydkerekben a sokezelés kezdetekor mért magas Put
tartalom fontos tényezé a gyokércsucsi sejtek elhalasanak megakadalyozéséaban.

A poliaminonok, mint polikationok  kapcsolodnak a  nukleinsavakhoz,
foszfolipidekhez, fehérjékhez és egyéb anionos komponensekhez a sejtben, ezzel egyutt vedé
funkciot is ellatnak. Kilonésen fontos a plazmamembran integritasanak és szeletiv
permeabilitdsdnak a megorzése. Put-tal kezelt paradicsom levelek hidegstressz rezisztencidja
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jelentésen megemelkedett azéltal, hogy a poliamin jelenlétében megmaradt a plazmalemma
szelektiv permeabilitasa, mig Put nélkil a sejtek kieresztettek elektrolit tartalmukat (Kim és
mtsai, 2002.).

NoOvekedett a Put tartalom 200 mM-os NaCl kezeléskor a L. pennellii sétolerans
paradicsom fajban, mig a L. esculentumban a Put tartalom csokkenését irtak le hasonld
korilmények kozott (Santa-Cruz és mtsai, 1999.). Megallapithatjuk tehat, hogy a 10™ M-os
SA elokezelés a termesztett paradicsom levélben a tolerdns vad fajhoz hasonld valtozast
idézett el6 a sotolerancia kialakulasahoz dontéen hozzajarulo Put akkumulacioban.

8. A 100 mM-os NaCl-dal kivaltott sostressz és a PEG 6000-rel kivaltott nem ionos
ozmotikus stressz kivédésében a SA elokezeléseknek eltéré szerepe van. A nem ionos
ozmotikus stresszel szembeni akklimatizaciéban hatékony volt a 10" M-os SA el8kezelés,
ami nem aktivalta elézetesen az antioxidans enzimeket, viszont elsésorban szénhidrat
akkumul&cién alapulé ozmotikus adaptaciot indukalt. A séstessz akklimatizacié fokozasahoz
az antioxidativ védémechanizmusok aktivalodasara is szilkség van, ami a 10 M-os SA
elokezelésnél kdvetkezett be (Szepesi és mtsai, 2005.).

9. Az SA elékezelés fokozta az abszcizinsav szintézisét. Ennek alapja az SA hatasara
bekdvetkez6 vizpotencial csokkenés, ami az ABS bioszintézisében szerepet jatszd enzimek
kozul tobbet, igy az abszcizinaldehidet ABS-sa alakitd abszcizinaldehid oxidaz (AO) enzimet
is indukalja. Az ABS szintézise azonban nemcsak az ozmotikus stressz altal szabalyozédik,
hanem oxidativ stressz altal is regulalt.
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10. dbra. 107 M-os és 10" M-os SA elékezelés hatdsa 8 hetes paradicsom ndvények
gyokerzetének abszcizinsav tartalmara 1 hetes 100 mM-os NaCl kezelést kdvetéen
(Atlag+SE, n=4). Fekete oszlop: kontroll és SA elkezelt; sziirke oszlop: sokezelt minta. A
kilénb6z6é betiivel jelzett oszlopok szignifikansan kilénbdznek egymastdl P<0,05
val6szintisegi szinten, amit a Duncan teszt segitségével hataroztunk meg.

19



A 10 M-os SA el8kezelés fokozta az aldehidoxiddz 1 (AO1) aktivitasat is gyokérben (11.
abra), és az elékezelés hatasara Uj izoenzimek is megjelennek (AO2-4).

K 10"MSA 10*M SA

sy e anuy wa 101
—AO2
~—AO3
—AO04

11. &bra. Az aldehid oxidaz izoenzimek (AO1-4) aktivitasanak véltozésa 107 és 10 M-os SA
elokezelést kovetéen aktivitas gélben paradicsom gyokérben. Szubsztrat: 1 mM-os
naftaldehid.

A fenti témakdrben készilt cikk kdzlésre benyujtva (Szepesi és mtsai, 2006 Salicylic acid
improves the acclimation of Lycopersicon esculentum Mill. L. to high salinity by
approximating its salt stress response to that of the wild species Lycopersicon pennellii).

10. Megallapitottuk, hogy a hasznalt SA elékezelések nem géatoltdk a a paradicsom
novényekben az etilénprodukciot. Eredményeink azt mutattdk, hogy az etilén prekurzoraval,
az 1-aminociklopropan-1-karbonsav alacsony koncentracidival az SA-hoz hasonldan fokozni
lehetett a paradicsom novények stresszrezisztencidjat, aminek alapja az antioxidans
mechanizmusok aktivalodasa és az abszcizinsav szintézis indukcidja volt (Bajkén, 2004.).

11. Paradicsom levélbol protoplaszt szuszpenzidt készitettiink, és vizsgaltuk a SA, az SA
jelenlétében mérhet6 etilén, az ACC-indukalt etilén, a poliaminok és az ABS hatasat az SA-
indukalt sejthalélra. A sejtek életképességét az Evans-kek festédés hianya mutatja (12. abra).

12. dbra. A mezofillum protoplasztok 10% M-os SA oldatban inkubalva Evans kékben kékre
festédnek majd lizalnak.
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Osszefoglalas

1. A szalicilsav el6kezelés alkalmas volt a paradicsom ndvények ionos és nem ionos
ozmotikus stressz akklimatizacidjanak javitasara.

2. A szalicilsav kezelés 6nmagaban is ozmotikus stresszt valtott ki, ami a masodik stresszor
elétt mar aktivalta a legfontosabb védekezési mechanizmusokat.

3. Ezek els6 eleme az ozmotikus és/vagy térfogati adaptacio.

A 100 mOsm PEG 6000-rel kivaltott nem ionos ozmotikus stressz akklimatizaciét méar a 10
M-os el6kezelés is javitotta, elsésorban az el6zetes ozmotikus adaptacié miatt, ami féleg az
oldhato cukrok akkumulaciojan alapult.

4. Masik fontos tényezé az antioxidans mechanizmusok aktivdlasa. A 100 mM NacCl-dal
kivaltott séstresszel szemben a 10 M-o0s SA elSkezelés volt hatékony, amely az antioxidans
enzimrendszereket, elsésorban az aszkorbat peroxidazt és guaiakol peroxidazt aktivalta a
gyokerben, és nem csokkentette dramaian a katalaz és a glutation reduktaz aktivitast. Ugyanaz
az elokezelés megnovelte a nem enzimatikus antioxidansok, mint pl. a karotinoidok és a
putreszcin mennyiségét a hajtasban, sostressz alatt.

5. Harmadik fontos eleme a szalicilsav hatdsanak az ABS szintézisének indukcidja és a
hormon akkumulacio fokozasa az elékezelés alatt, ezaltal mar a masodik stresszor hatasa el6tt
indukalédnak az ABS jelatviteli ut elemei és az igy szintetizalédé vedofaktorok. Az ABS
szintézisének fokozodasa az abszcizinaldehid oxidaz AO1 izoenzime aktivalodasanak
kdvetkezménye.

6. Az SA elokezelés a termesztett paradicsomban a halofita vad paradicsomfajhoz, a L.
pennelliihez hasonlé fizioldgiai valtozasokat indukalt. Elésegitette a Na™ hajtasba iranyuld
transzportjat és ott szervetlen ozmotikumként valo felhasznalasat, ami a halofitakhoz
hasonléan megnovelte e relativ ndvekedési sebességet sdstressz alatt.

Megjegyzések

Egyetemi oktatd lévén nagyon fontosnak tartom, hogy a fenti palyazat nagyban segitette
Fehérné Kiss Gabriella és Gémes Katalin bioldgia-kémia illetve bioldgia tanar szakos
hallgatok szakdolgozatanak elkészitését. Diplomamunkat készitett a témabol Szepesi Agnes,
Bajkan Szilvia és Kis Gyongyi biologus hallgat6. Az utobbi két hallgaté a 2004-es helyi
diakkori konferencian a Biokémia-Novenyélettan szekcioban 1. illetve 2. helyezést ért el,
mindketten doktorandusz hallgatéi a Bioldgus doktori iskoldnak. Ugyancsak doktori
disszertaciot készit a témabol Szepesi Agnes is, aki varhatéan 2006-ban be tudja fejezni a
munkat.

Nem hagyhatd szé nélkil az sem, hogy az OTKA tdmogatast tobbszor is pénzigyi
megszoritas sulytotta. Ennek kapcsan elészor a 25 %-0s AFA bevezetését, majd 14 és 10 %
elvonasat kellett elszenvedniink. Ennek ellenére, a kutatasi feladatokban nem szerettiink volna
a pénziigyi tamogatashoz hasonl6 redukciot végrehajtani.

A palyazat sordn egyszer kertem a pénzigyi rovatok atcsoportositasara vonatkozo
modositast, amit megkaptunk, és amit halasan kodszonok. Ennek oka az volt, hogy a
koltségtervben szereplé 18.1022 000BOEWIN 2x2 csatornds adatalloméast a felséoktatas
finanszirozasi viszonyai és az egyetemek péenzigyi mozgéasaban tapasztalhaté anomalidk miatt
egy mas palyazatbdl kellett kifizetniink. A Beruhazéas rovatban megmaradd 645 eFtmaradvany
Dologi kiadasokhoz torténé atcsoportositasara az engedélyt megkatuk
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