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BEVEZETES

A magas sokoncentraciotol szdrmazo sostressz a jelenleg miivelés alatt allo teriiletek
egyharmadat érinti, igy rendkiviil fontos a sotolerancia mechanizmusanak megismerése,
stressztolerans fajok szelektdldsa, vagy biotechnoldgiai modszerekkel valo eldallitdsa. A
sOtolerancia javitasara a paradicsom esetében is rendelkezésre allnak a hagyomanyos
nemesitési modszerek, probalkoztak genetikailag modositott novényekkel és gyakori a
nevelési feltételek valtoztatasa is, amely sotlirobbé teheti a kérdéses genotipust. Ez utdbbi
szintén hagyomdnyosnak tekinthetd, olyan edzési eljarasokat jelent, amelyek novelik a
novénykék abiotikus stressztolerancidjat. A szalicilsav kezelést (SA), mint a soOstressz
akklimatizaciot javitdé kémiai edzést, kisérleteink el6tt nem alkalmaztik egyértelmiien
sikeresen, hiszen a hatas sokszor ellentétessé valt, és a SA kezelés gatolta az ezt kovetd
csirazast vagy a vegetativ fejlodést. A kiilsdleg adott SA sostressz ellen nyUjtott védd
hat4sar6l mar tobb munka sziiletett, viszont az eredmények ellentmonddak voltak, mivel a SA
hatasa fiigg a kezelés modjatol, a novény fejlodési stadiumatol és a koncentracid nagysagatol.
Magas (> 10° M) SA koncentraciok kivédhetetlen oxidativ stresszt jelentenek a ndvény
szamara, viszont az altalunk alkalmazott alacsony koncentraciokkal (107 M és 10* M SA)
olyan edzési eljaras dolgozhat6 ki, amely lehetdvé teszi a munkamban alkalmazott séstresszel
(100 mM NaCl) szembeni tolerancia kialakitdsat talaj nélkiili kultirdkban nevelt

paradicsomban.

CELKITUZESEK

Paradicsom (Solanum lycopersicum Mill. L.) novények sotoleranciajanak fokozasa

Kérdésként vetddik fel tehat, hogy az allelopatikus hatast kivaltdé SA koncentraciok
befolyéasoljak-e, s ha igen, milyen mechanizmussal a novények soéstresszel szembeni
rezisztenciajat?

. Okoz-e az irodalmi adatoknak megfeleld valtozést, vagyis vizpotencial csokkenést a
hosszi id6tartamu szalicilsav eldkezelés, milyen valtozasok torténnek a paradicsom
vizhaztartdsi paramétereiben, vizpotencidljaban, ozmotikus potencialjaban?

J Torténik-e SA eldkezelés hatasara ozmotikus adaptaci6? Fokozza-e a SA a szervetlen
melyek ezek a szerves ozmotikumok illetve ozmoprotektiv anyagok, amelyek eldsegitik az

ozmotikus adaptaciot sostressz alatt?



J Mi a szerepe a SA-nak az akklimatizacid sikerességét meghatarozd abszcizinsav
(ABS) bioszintézisének indukcidjaban €s az ABS tartalmak valtozadsaban? Hat-e az elokezelés
az egyik reguldcios pontot jelentd abszcizinaldehid oxidaz aktivitdsra? Hogyan valtozik az
ABS koncentracio a sostressz alatt?

. Hogyan valtoznak a stresszrezisztencia markerek, a klorofill-a
fluoreszcenciaindukcios paraméterek, klorofill a/b arany és a lipidperoxidacio a 100 mM-os
NaCl-dal kivaltott sostressz alatt az elokezelt paradicsomokban?

J Hogyan hat a SA el6kezelés az ABS altal indukdlt védémechanizmusok
aktivalodasara sostressz alatt? Hogyan valtozik a poliaminok és a prolin koncentracidja az
elékezelt novényekben?

. Hogyan hat a SA az enzimatikus ¢és nem enzimatikus antioxidans
védoémechanizmusokra, igy az aszkorbinsav és a glutation redukalt és oxidalt formainak
mennyiségére és a detoxifikacidban szerepet jatsz6 enzimek aktivitasara? Vizsgaltuk tovabba,
hogy miképpen befolyasolja az el6kezelés ugyanezeket a paramétereket a sostressznek kitett
novényekben.

J A SA el6kezelések hatasara akkumulalodo prolin fontos kompatibilis ozmotikum és
antioxidans. Vizsgaltuk, hogy a kiilonb6z6 prolin koncentraciok hogyan hatnak a paradicsom
levélbdl izolalt protoplasztok é€letképességére. Mikroszkopos festésekkel vizsgéaltuk meg a
sostressz hatasat prolin kiilonbozd koncentracidival kezelt protoplasztokon a nitrogén
monoxid ¢és hidrogén-peroxid képzddésére, és vizsgaltuk, hogy a kezelések milyen
koncentracioviszonyok mellett javitjak, vagy csokkentik a protoplasztok életképességét.

J A paradicsom  antioxiddns  védekezd  mechanizmusai  sostressz  alatt
Osszehasonlithatok-e szarazsagstresszre tolerans bab genotipusok valaszaival?

o A fentiek figyelembevételével jelen munka egyik célja volt a SA 4altal indukalt
akklimatizacios folyamatok Osszehasonlitasa a sotolerans, vad paradicsom faj, a Solanum

pennellii sostresszre adott, az irodalomban leirt valaszreakcioival.

ALKALMAZOTT MODSZEREK

Novényi anyag:

Paradicsom (Solanum lycopersicum Mill. L. cvar Rio Fuego) ndvények és levélprotoplasztok

Torpe bab (Phaseolus vulgaris nanus L.) genotipusok



Alkalmazott kezelések:
Hosszutavi (3 hét) SA elékezelés két koncentracioval (107 M SA, 10* M SA)

7 napig tartd sokezelés 100 mM NaCl koncentracioval

Széarazsagstressz vizmegvonassal

Vizhaztartasi és fotoszintetikus paraméterek vizsgalata:

A vizpotencidl nyomaskamrdval, az ozmotikus potencidl automata ozmométerrel, a
sztodmakonduktancia mérése steady-state porométerrel tortént. A kl-a fluoreszcenciaindukcios
paraméterek vizsgalatat pulzus-amplitidé modulalt fluoriméterrel végeztik. A K' fevétel
monitorozasahoz “°Rb" izotopos jelolést alkalmaztunk. Az elemtartalmak meghatirozasa
atomabszorpcidés spektroszkopidval, a klorofill és a karotinoid pigmenttartalmak

meghatdrozasa spektrofotométer segitségével tortént.

Abszcizinsav hormon vizsgalata:

Az abszcizinsav tartalmakat kompetitiv ELISA moddszerével, az abszcizin-aldehid oxidaz

aktivitast aktivitas gélben vizsgaltuk.

Szerves ozmotikumok tartalmainak meghatarozasa:
Az Osszes cukortartalom, a szachardz, a gliikkéz és a fruktoz, a prolin tartalom, a szorbitol

tartalom meghatdrozdsa és az ahhoz kapcsolodd aldéz reduktiz enzim aktivitdsdnak

meghatarozasa spektrofotometrids iton tortént.

Poliaminok analizise:

A poliaminokat HPLC segitségével analizaltuk.

Protoplaszt életképesség, NO és H,O, tartalom vizsgalata:

A levél mezofillum protoplaszt eredetli sejtek életképességének meghatarozasat FDA-tal
(fluoreszcein  diacetat), a NO fluoreszcens kimutatdsat DAF-2 DA-val (4,5-
diaminofluoreszcein diacetat), a H,O, felszabadulast 2,7-diklorofluoreszcein-diacetat festék
(DC-FDA) alkalmazasaval hajtottuk végre, a mintdkat Zeiss Axiowert 200M tipusu

fluoreszcens mikroszkdp segitségével vizsgaltuk.

Az oxidativ stressz elleni védekezési rendszer vizsgalata:




Az antioxidans védekezési rendszer enzimatikus és nem enzimatikus komponenseinek

vizsgalatat spektrofotometrids uton végeztiik el.

EREDMENYEK

Vizsgélataim célja az volt, hogy nyomonkdvessiik a hosszatava elékezelésként alkalmazott
szalicilsav hatasat a paradicsom novények sostressz akklimatizacidjara. Megallapitottuk, hogy
a 10 M-os szalicilsavas el6kezelés alkalmas volt a paradicsom névények ionos ozmotikus
stressz tolerancidjanak javitasara, ezzel szemben a 10”7 M-os SA el8kezeléssel nem értiink el
eredményt.

A dolgozatban a témaval kapcsolatosan a kovetkezd 0j eredmények sziilettek:

1. Megallapitottuk, hogy a 107 és 10* M-os SA elSkezelés gatolta a legfontosabb
szervetlen ozmotikum, a K'(**Rb") felvételét. Mindkét altalunk hasznalt koncentracio
szignifikans vizpotencial csokkenést okozott és sztdmazarddast eredményezett a
kezelést kovetd els6 héten a paradicsom novényekben. Ezzel szemben a
novekedésgatlas csak a 10 M-os el6kezelésnél figyelhetd meg. A SA allelopatikus,
novekedésgatld hatasat ebben az esetben tehat nem a ndvények vizhaztartasara

gyakorolt hatasan keresztiil fejti ki.

2. Szervetlen ozmotikumok hijan a gydkér nem tud a kornyezetbdl vizet felvenni csak
koncentralodik a sejtnedv, és a gyokér sejtjeinek vizpotencidlja a tapoldat
vizpotencialja ala csokken. Ez az ozmotikus stressz aktivalhatja szerves ozmotikumok
szintézisét. Haromhetes SA eldkezelés utan a hajtds szoveteiben ozmotikus és/vagy
térfogati adaptacid és ezt kovetden vizpotencidl novekedés tortént. Ez elsésorban
szénhidratok, mint szerves ozmotikumok akkumulacidja kovetkeztében valt lehetdvé.
Az elokezelés hatdsira mind a gyokérben, mind a hajtdsban nétt az oldhato
cukortartalom. Mig a gyokérben elsdsorban a szachardz, a levelekben a hexozok, a
gliikéz és a fruktdoz akkumulalodott. A sostressz tehat egy ozmotikusan adaptalodott

ndvény szoveteit éri a 100 mM-os NaCl kezeléskor.

3. Bizonyitottuk, hogy a SA eldkezelés az ozmotikus adaptacié ellenére is indukélja az

ABS szintézisét, és szignifikansan megemelkedett ABS koncentracié alakult ki a 107



M-os SA-val kezelt novények levelében és gydkereiben az elokezelés végére. gy mar
a masodik stresszor elott aktivalodhat az ABS jelatviteli Gt és az ABS-indukalt

génexpresszio.

Megallapitottuk, hogy az ABS szintézisének fokozodasa az abszcizinaldehid oxidaz
AO1 izoenzime aktivalodasanak kovetkezménye, amelynek aktivitaisa 107 M
elékezelésnél mérsékelten, 10 M-os el6kezelésnél pedig szignifikinsan megnd a
gyOkérben és a hajtdsban. Megéllapitottuk, hogy a SA az ozmotikus €s sostresszel
szembeni védohatasat részben az ABS szintézis €s akkumulacio eldzetes fokozéasaval

fejti ki.

Néhany fontos stresszmarker segitségével bebizonyitottuk, hogy a 10™ M-os SA
elokezelt novények fizioldgiai paraméterei a 100 mM NaCl kezelést kovetden a
sostressznek kitett kontrollénal jobb értékeket mutattak. A fotoszintézis primér
fotokémiai folyamatai (F,/F,, ®psy, qP) is a kontrolléval azonos vagy jobb
hatékonysaggal miikodtek, nétt a Kl-a/Kl-b ardny, a karotinoidok mennyisége,

csokkent a lipidperoxidécio.

A SA el8kezelt ndvények, kiilondsen a 10* M-os koncentracional a Na' ionokat
jelentds mértékben akkumulaltdk a hajtasban, és ott a natrium szervetlen
ozmotikumként, a halofitdk egy részére jellemzé mddon a vizpotencidl emelésében

Jatszott szerepet.

A SA eldkezelés mindkét koncentracional szignifikansan megemelte az ald6z reduktaz
(AR) aktivitast, és az AR altal katalizalt reakcioban keletkezd szorbitol tartalmakat a
hajtdsban. Mivel a szorbitol mennyisége nem elegendd ahhoz, hogy szamottevd
szerepe legyen az ozmotikus adaptacidban, az aldoz reduktaz aktivitas novekedésének

nagyobb jelentdsége lehet a NADPH reciklizacigjaban.

A SA elokezelt novények fiatal leveleiben sostressz alatt szignifikdns prolin
akkumulacié mérhetd. Ez kompatibilis ozmotikumként adaptacids valasz is lehet,
koncentraciotol fliggben azonban programozott sejthalalt is okozhat. Mezofill
protoplasztok életképességét a 100 mM-os prolin kezelés mérsékelten, a 100 mM-os

NaCl és a 100 mM prolinnal kombinalt sostressz szignifikdnsan csokkentette. Az 1



10.

1.

mM-os prolinkezelés a sejtek életképességét javitotta soOstressz alatt is. Habar a
sejtekben a H,O, nem csokkent szignifikansan, a NO nem emelkedett meg az 1 mM-
os prolinnal kezelt sejtekben. Az életképesség csokkenése azoknal a kezeléseknél

figyelheté meg, ahol a H,O, mellett a NO is magas marad.

A 10 M-o0s SA-val elékezelt névények hajtasaban sostressz alatt a putreszcin szintje
emelkedett meg szignifikansan, mig gyokerében soOstressz alatt magas maradt a
spermidin és a spermin koncentracidja. Ezek a poliaminok nemcsak a ROS-t generalo
NADPH oxidazt gatolhatjak, hanem kozvetleniil védik a makromolekuldk (DNS,
fehérjék, membranok) integritisat Na' ionok jelenlétében. A sostressz alatti magas

spermin koncentraciok jellemzik a halofita fajokat is.

A SA eldkezelés abiotikus stressz akklimatizaciot javitd hatasdhoz nélkiilozhetetlenek
az antioxidans rendszerekben bekovetkezd valtozasok. Ennek alapja az, hogy a SA
akklimatizacié sikerességének fokozasat hosszatdva SA eldkezeléssel sajat
eredménynek tekinthetjiik. Megallapithatd, hogy azoknal a kezeléseknél, ahol a
sostressz karositd hatasai jelentkeznek, a fiatal levelekben és a gyokerekben magas
szuperoxid dizmutaz aktivitis (K, 107 M SA), atmenetileg (107 M SA, fiatal levél,
gyokér) vagy tartosan csokkent kataldz aktivitas (K, fiatal levél) figyelhetdé meg
sostressz alatt. Ezekben a mintakban (K, 107 M SA fiatal levél, gyokér) tartosan
magas marad a peroxiddz (POD) aktivitds, ami azonban hozzajarulhat a H,O;
elbontasahoz. A 10 M-os, akklimatizaciot elésegité SA kezelésnél a magas POD

aktivitasok a kisérlet végére lecsokkennek, ami az oxidativ stressz csokkenésére utal.

Az eltérd SA elokezelések kiilonb6z6 modon befolyasoltdk az aszkorbat-glutation
ciklus kulcsenzimének, az aszkorbat peroxidaznak az enzimaktivitasait. A 107 M SA
elékezelt novények a valtozatlan aszkorbat peroxiddz (APX) mellett megmarado
magas POD aktivitds ellenére sem voltak hatékonyak a cellularis hidrogén-peroxid
eliminaldsaban. Ezzel szemben a 10* M SA elékezelés megemelte az APX
enzimaktivitasokat a fiatal hajtasban és a gyokérben egyarant, ami a nem enzimatikus

antioxidansok magas koncentracidja mellett lehetévé tette a reaktiv oxigénformak

e
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Az antioxidans enzimek miikodéséhez ¢és egyes nem enzimatikus antioxidansok
redukalt allapotdnak fenntartasdhoz sziikséges glutation reduktaz rendkiviil magas
alapaktivitasa és a sostressz altali indukaltsaga tovabb segiti a 10* M SA-val elékezelt

novényekben a sostressz akklimatizaciot.

A SA eldkezelések novelték a kiilonbozé novényi szervekben, de kiilondsen a fiatal
levelekben az aszkorbinsav és a glutation mennyiségét. Megallapitottuk, hogy
szemben a tobbi kezeléssel, a 10” M-os SA elékezelt novények a gydkeriikben
akkumulaltdk a nem enzimatikus antioxiddnsokat, az aszkorbinsavat és a glutationt
sostressz alatt, ami hatékony védelmet idézett eld a reaktiv oxigénformak ellen. A
kisérlet végére ugyanezekben a gydkerekben nagyobb aranyban fordultak elé a nem
enzimatikus antioxidansok redukalt formai, mint a sostressznek kitett kontrollban. Ez
kiilondsen fontos, hiszen a magas sd6koncentracionak kitett gyokérben nagyon fontos a

hatékony ROS inaktivalas a megfeleld ndvényi homeosztazis fenntartasa érdekében.

A SA elokezelés a termesztett paradicsomban a halofita vad paradicsomfajhoz, a S.
pennelliihez hasonld fiziologiai valtozasokat indukalt. Elésegitette a Na' hajtasba
iranyulo transzportjat és ott szervetlen ozmotikumként vald felhasznaldsat, ami a
halofitdkhoz hasonléan megnovelte a relativ ndvekedési sebességet sostressz alatt. A
gyokérben a halofita fajhoz hasonléan a 10 M-os SA elékezelt ndvényekben is a nem
enzimatikus antioxidansok, a glutation és aszkorbinsav jelentik az oxidativ stresszel

szemben a fo védelmi vonalat.
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