A sztomamiikodés szabalyozasa a novényi immunvalasz soran

Bevezetés, a palyazat célja

A zardsejtek néhany mikrométeres szenzorként mikodve a bels6 hormonalis és a
kiils6 kornyezeti jelek érzékelésére egyarant képesek. Mindamellett, hogy turgoruk alapjan a
sztdmaporus méretét, igy a novény vizdllapotdt és a fotoszintetikus aktivitdsat is
meghatdrozzak, rendkivil fontos szerepik van a patogének elleni harcban is. A novényi
sejtfal emésztésére képtelen patogének a nyitott sztdmdakon, mint természetes nyildsokon
keresztil bejutva akar az egész névény megfert6zésére képesek. A sztdmaknak igy, mint a
novényi immunrendszer elsé bastydinak fontos szerepik van a kilénbozé
mikroorganizmusok felismerésében, és a megfelel6 védekezési valaszok elinditasaban. A
legaltaldnosabb védekezési valaszok koziil példaként megemlithetjik a sztédmazarddast, a
patogenezishez kothetd gének atirddasat, vagy végsé esetben a hiperszenzitiv reakcio
beinduldsat is. Mindharom fenti példa hatterében a zardsejtekben taldlhaté szamtalan
jelatviteli atvonal egyikének vagy akar azok haldzatainak aktivalédasa huzédik meg. Azonban
a novények kornyezetében megtaldlhatd minden egyes mikroorganizmus ellen egyetlen
novény sem lenne képes megfeleld specidlis védelmi rendszert kiépiteni. Ezért a ndvények az
ugynevezett mikroorganizmusokhoz kapcsolhaté molekuldris mintazatok (MAMP)
felismerésével prébaljak azonositani az egyes mikroorganizmus csoportokat. A MAMP-ok
kozott igen valtozatos eredetl és felépitési molekuldkat vagy molekula darabokat
taldlhatunk, ilyenek példaul a gomba sejtfal eredetd kitin és kitozan, a bakteridlis flagellin
molekula 22 aminosavas epitdpja, az flg22, a kiilonb6z6 névényi oligo- és poliszacharidok (pl.
oligogalakturonidok), a Gram-negativ baktériumok lipopoliszacharidjai (LPS) vagy a kiilonféle
novekedési faktorok, mint példaul a bakterialis elongacids faktor EF-Tu.

Kutatdcsoportunk ezen MAMP-ok hatasanak vizsgalatat, az érzékelés utani jelatvitel
|épéseit, a zardsejt 6ndllé fotoszintetikus aktivitdsanak és membrantranszport folyamatainak
alakuldsat kivanta feltérképezni néhany modellnévény esetében.

Azt a nagy mennyiség( adatot, melyet fénymikroszkdépos és konfokalis |ézer pasztazo
mikroszkdpos mérésekkel, tovabbda az egyetlen zardsejt fluoreszcencia hozamat regisztrald
Microscopy PAM, és a sejtek membrantranszportjat méré patch clamp mddszerrel
gy(jtottink jelen 6sszefoglaldban nincs lehet6ség bemutatni, ezért csak néhany dsszefoglald
mondattal hivatkozunk ezen eredményekre.

Kivdlasztottunk azonban egy MAMP vegyiiletet, a kitozant, melynek zardsejtekre
gyakorolt hatdsat ezt kovetben részletesen elemezziik. Ezen eredményeket a kovetkezd
hénapokban tudomanyos folydiratban valé kozlésre el6készitettiik.

A megvaldsulds szamszerisitheto eredményei, személyi valtozasok

A padlyazat 4 éve alatt 11 db kozlemény sziiletett, ebb6l 4 db nemzetkdzi lapban
publikalt folydiratcikk 8,801 06sszesitett impakt faktor értékben. A kutatdsainkat 7
konferencidn mutattuk be, melybél 4 nemzetkozi talalkozd volt, kozilik pedig 1 ahol a
palyazat vezetSje meghivott el6addként ismertette az eredményeket.



A kitozannal és a NO zardsejt fotoszintézisére gyakorolt hatdsaval kapcsolatos
kutatdsok képezték az alapjat a palyazat egyik résztvevéje, Ordog Attila PhD hallgatd doktori
dolgozatanak, melynek hivatalos védésére 2014 aprilisdban kerl sor.

A pdlyazatban beruhdzasként tervezett novényneveld klimakarat és egy teljes
Arabidopsis novény viz és gazcseréjét mérni képes LICOR feltétet szamitdgépekkel egyitt
beszereztik. Mindezek nélkil az egységes sztdmamdiikodést biztositd nevelési korilmények
és az apro levélméretl Arabidopsis mutdnsok transzspirdcidjdnak mérése nem lett volna
megvaldsithato.

A palyazat megvaldsitdsa soran személyi valtozasok is torténtek: 2012 év elején Dr.
Hideg Eva (MTA SZBK Novénybioldgiai Intézet) tavozott a kutatdcsoportbdl, mert ekkortdl a
Pécsi Tudomanyegyetem Novényélettani Tanszékén egyetemi tandrként helyezkedett el. A
palyazatban tervezett azévi feladatok emiatt a kdvetkezd évre tolddtak. Dr. Hideg Eva évente
tervezett 0,15 FTE értékét és munkajat a palyazatban résztvevé munkatdrsak, Dr. Deak
Zsuzsanna (0,1) és Dr. Ferhan Ayaydin (0,05) végezték el.

Eredmények

MAMP és DAMP elicitorok sztomamiikddésre gyakorolt hatdsa tobbféle
modellnévény esetén

ROS és NO kimutatasa

A pdlyazat els6 évében a sztdmanyitottsag és a porométeres méréseken tul a
jelatvitelben résztvevé ROS és NO molekuldk zardésejtekben valé kimutatdsaval
foglalkoztunk.

A ROS mérés elengedhetetlen feltétele, hogy a jelz6 vegyilet annak keletkezési
helyén megjelenjen, igy el6szor azt vizsgdltuk meg, behatolnak-e a hasznalni tervezett jelz6k
dohany, Vicia faba ill. Arabidopsis levelek zardsejtjeibe. Erre kivaldéan alkalmasak a ROS
nélkil erésen fluoreszkalé (azt részleges kioltassal jelz6) vegyuletek, mint a DanePy és annak
oxalat soja és a HO-4335, igy ezek vizes oldatait kozvetlenll hasznaltuk. A ROS nélkil
alacsony fluoreszcenciat mutatd vegyliileteket el6zetesen oxidaltuk, a Singlet Oxygen Sensor
Green-t (SOSG) megvildgitassal, az Amplex Red-et (AR) pedig H,0,-dal, majd ezeket az
oxidalt formakat juttattuk a levélbe.

Mivel csak az er8sen fluoreszkdld vegyliletek detektalhatdak, az SOSG és az AR
esetében fel kellett tételezziik, hogy maguk a vegyiiletek, ill. oxidalt formaik azonos mddon
lokalizalédnak a novényi sejtekben. A vizsgalt vegylletek vizes oldatait a levelek adaxialis
oldalan tlivel szart kis nyilason keresztil, fecskenddével jutattuk a levelekbe. Ezzel a
modszerrel, fajonként valtozdan 0.5-4 cm’-es levélteriletek infiltralhatoak, melyekbél az
infiltrdlas utan azonnal, illetve 20-40 perces inkubaldas utan vagtuk ki a mikroszkép
mintatartdjara helyezhet6 kis darabokat. A levelekben a zardsejteket részben a pdsztdzo
lézer mikroszkdp transzmisszids képeibdl, részben a kloroplasztiszok helyét kijel6lé klorofill
fluoreszcencia alapjan lokalizaltuk. Megvizsgaltuk bejutnak-e az alkalmazott vegylletek a
zardsejtekbe, illetve a zardsejtek kloroplasztiszaiba.



Eredményeink azt mutattdk, hogy a danzil fluorofért tartalmazé DanePy nem jutott
be a zardsejtekbe sem alapvegyiiletként sem pedig vizoldékonyabb oxalat séként, mivel
mindkét vegyilet jelenléte (fluoreszcencidja) az epidermisz sejtek kozti térre illetve a
zardsejtek légrésére korlatozddott. Erdekes eredményeket kaptunk a szintén szingulett
oxigén jelz6ként ismert SOSG oxidalt formajaval, ami tébbszor csak a zardsejtek felébe jutott
be. J6 eredményeket értlink el azonban a hidrogén-peroxid (H,0,) kimutatasara alkalmas, az
irodalomban mar elfogadott H,0, jelz6 az Amplex Red (AR) alkalmazdsaval. Ennek el6oxidalt
formdja (a resorufin) Vicia faba levelekben eljutott a zardsejtekbe, igy ezek a mintdk
alkalmasnak bizonyultak tovabbi, AR-el végzett H,0,-ot kimutatd kisérletekre. Arabidopsis
levelekben az elGkisérletek nem voltak eredményesek, a resorufin csak kis mértékben jutott
be a zardsejtekbe, igy ezekben a tovabbi kisérleteket egyel6re Vicia faba levelekre
korlatoztuk.

A zardsejtekben megjelend nitrogén-monoxidot (NO) 4-amino-5-methylamino-2',7'-
difluorofluorescein (DAF-FM) diacetattal jel6ltik. Ehhez a kontroll és az elicitorral kezelt
levelekrél epidermisz nyuzatokat készitettiink, melyekhez sotétben adtuk a kumulativ
fluoreszcens reagenst. A mintdkat parban hasonlitottuk 6ssze, hogy a jel6l6désre egyforma
id6t biztositsunk.

Elicitorok jelatviteli atjanak gyors térképezése fejlesztett ij modszer

Mivel a NO vagy a H,0; jelatvivé molekuldk akkumulacidjat zardsejtekben biotikus és
abiotikus stressz soran rendszerint csak 2-3 érdval a stresszor megjelenése utan detektaljak,
kivancsiak voltuk arra, hogy a NO akkumulacidé kinetikdja vajon hogyan alakul egy elicitor
hozzdadasa utan. Pozitiv kontrollként abszcizinsavas (ABA) és H,0,-os kezelést
alkalmaztunk. A NO-ot egy specifikus és kummulativ fluoreszcens jel6l6vel (DAF-FM DA)
mutattuk ki, mig mas mintakon altaldnos ROS jel6l6ként a H2DCF-DA fluoreszcens festéket
hasznaltuk.

A kisérleteinkben alkalmazott Leica TCS SP5 konfokalis lézerpasztdzé mikroszkdp
motoros targyasztala a tér harom tengelye mentén, programozhaté moédon képes visszatérni
egy megadott fékuszpontba, mely képességét az aldbbi kisérletekben felhasznaltuk. Vicia
faba novény harmadik levélemeletérdl vett, a levél kdzepérdl szarmazd abaxidlis nyuzatot
feldaraboltunk és a nyuzatdarabokat a 8 mintatartét tartalmazé mintalemez tdlkaiban
dréthaldéval lefogattuk. A poziciok programozasa utdn lehetdség nyilt nyuzatonként 3
latdmez6rol felvételt késziteni, és igy a 8 talka 24 felvételét a rendszerrel kevesebb, mint 3
perc alatt elkészithetjik.

A tdlkdkban a nyuzatokon kilonb6z6 kezeléseket végeztiink az el6zetesen DAF-FM
DA illetve H2DCF-DA festett mintakon. Az elrendezés lehet6séget nyujtott arra, hogy
ugyanazon levél egyazon helyérél szarmazd sztomak mikodését azonos id6pontban, de
killonb6z6 kezelés mellett egymassal 0sszehasonlitva mérhessiik. Megallapitottuk, hogy a
zardsejtek NO szintje 100 uM H,0, hozzaadasa utdn telit6dd jelleggel emelkedik, és a telités
a 75. perc koril kovetkezik be (+40%). ABA hozzdaddsa utan a NO szint lassabb ltemben, de
folytonosan emelkedik, am az 50 uM ABA kezelés esetén a 75. percre sem telitédik. A 10 uM
ABA kezelés utani NO jel emelkedés liteme egészen a 40. percig megegyezik az 50 uM-os
ABA kezelésével, ami tovabb nem folytatddik és eléri a maximumat (+20%). Megallapitottuk,
hogy a ROS-jel6l6 H,DCF-DA festés kisérleti rendszeriinkben nem m(kédik, ugyanis a jelold
fluoreszcencia intenzitdsa a kezelés minGségétdl fliggetleniil drasztikus médon és azonos
mértékben csdkken. Visszatériink emiatt a H,0, Amplex Red festéssel valé kimutatasahoz.



Megvizsgaltuk azt is, hogy reggeli kezelések utan 3 draval az aktualis NO szint vajon
hogyan alakul. A 8.00-kor nyuzott mintdkat fényen ABA-val kezelve és a mintakat 11.00-kor
festve gy taldltuk, hogy az NO akkumuldcid a kezelés utan 3 drdval a dupldjara emelkedett.
Ha az ABA kezelést reggel 8.00-kor a ndvényen végeztiik el, akkor viszont nem tapasztaltunk
jelent6s NO gyarapodast a kezelés utan 3 drdval. A parhuzamosan vizsgalt sztdmanyitédas
gatlas a fentiekkel 6sszhangban a nyuzatokon végzett kezelés esetén volt nagyobb mértékd.
A beallitott rendszer alkalmas tehat elicitorok jelatvitelének tanulmdanyozasara, az emlitett
jelmolekuldk akkumulacios kinetikdjanak a sztdmazarédas mértékével parhuzamos nyomon
kovetésére.

A NO hatasa zarésejt fotoszintézisére; a NO és ROS szabalyozas
osszefiiggéseinek vizsgalata

NO donor molekuldk és specifikus NO-elektréda alkalmazdasaval és PAM-mddszerrel
korabban kimutattuk, hogy NO hozzaadasaval a zardsejtek kloroplasztiszainak relativ
fluoreszcencia hatdsfoka gyorsan emelkedik, majd lassan és folytonosan csokken. A jelenség
hatterét kutatva mara megallapitottuk, hogy a NO azonnal 0 koriili értékre csokkenti a gP és
gL quenching egyltthatokat, az effektiv kvantumhatasfokot (®ps;) és a nem-fotokémiai
kioltdst (NPQ), am mindezt eltéré kinetikaval. Az NPQ gE komponense a csOkkenést
kovetben lassan és folytonosan emelkedni kezd. Az emelkedés alacsony ETR mellett torténik,
tehat gE novekedésének hatterében az ATP-t igényl6 folyamatok gatlasa allhat (kordbban
mar kimutattdk a NO ATP-szintdz és Rubisco gatlasat is). Megmutattuk azt is, hogy a NO
zardsejtekben is a Qa és Qg kozti nem-hem vashoz kapcsolddva csokkenti gP, gL és e
paramétereket, ugyanis a NO mellett megfelel6en magas koncentraciéban alkalmazott
bikarbonattal a NO a vas(ll) megfelel6 koordinacids helyérdl leszorithatd. A bikarbonatos
kezelés utan gP, gL, NPQ és Ops, emelkedik, mig F,’/F.’, azaz a megvilagitas kézben mérheté
maximalis kvantumhatasfok csdkken. Eredményeink legfontosabb élettani kovetkeztetése
az, hogy a NO a sztdmazdardodasban betoltott jelatviteli funkcidn tul reverzibilisen gatolja a
fotoszintetikus linedris elektrontranszportlancot, ezzel az ozmoregulacidhoz rendelkezésre
alld NADPH és ATP mennyiségét. Kutatasi eredménylinket a Journal of Experimental Botany
folydiratban publikaltuk.

Altalanos rezisztenciat (BR) indukalo elicitorok (flg22, xantan, ergoszterol,
koleszterin, Kitozan) tesztelése

A kalonféle MAMP, DAMP és effektor molekuldk alkalmazasaval arra voltunk
kivancsiak, hogy az altalanos patogén-aktivalt jeldtviteli utat aktivalé vegylletek vajon
befolyasoljak-e a névények sztdmamuiikddését. A vizsgalt névények az Arabidopsis (vad tipus
és jelatviteli mutansok), a membrantranszport modellnévény Vicia faba, a fotoszintézis
mérésekhez altalanosan hasznalt Pisum sativum és tanszékinkén a szalicilsav jelatvitel
tanulmanyozasaban haszndlt Solanum lycopersicum fajok voltak. Tesztrendszeriinkben
nyuzatkészités utani gyors, mikroszkdpos felvételeken alapuld sztdmapdrus mérést, és a LI-
COR 6400 készulék teljes Arabidopsis ndvény feltétjét hasznaltuk. A teljes névény kiegészitd
lehet6séget nydjtott arra, hogy az amugy még egyetlen levélen beliil is rendkivil varidbilis
sztdmakonduktancidt a novény teljes rozettdjanak atlagaként értékelhessiik. A tovabbi
elénye az volt, hogy a transzspiracido mellett a CO, asszimilaciéjat is mérhettik a kamraba



épitett, valtoztathaté mindségl (voros:kék:zold LED aranyok) és intenzitasi megvilagitas
mellett.

flg22

Megallapitottuk, hogy a bakterialis flagellin flg22 epitdpja nem viselkedik altalanos
sztdbmazaréd hatdsu vegyliletként, mert wugyan Arabidopsisban és paradicsomban
szignifikdnsan csokkenti a sztdmanyitottsagot, de a pillangdsokra nem volt hatassal. Ez
utobbi azért meglepd, mert az flg22 PRR receptora a magasabbrend(i névények kozott
evolucidés szempontbdl 6si fehérjének szamit (Boller and Felix 2009).

Arabidopsis thaliana modellnévényben a flagellin flg22 epitdpja a G-fehérjéhez
kapcsolt jeldtviteli uton indukal sztémazarddast, melyet gpal-3 és gpal-4 G-fehérje a-
alegység mutansok segitségével igazoltunk. flg22 kezelésre a vad tipusu Arabidopsis Col-0
zardsejtjeiben NO akkumulalédik, mely a gpal-3 és gpal-4 mutdnsokban nem figyelhet6
meg.

Vicia faba modellnévényben a flg22 nem okoz sztdmazarddast, melyet nyuzatokon és
intakt novényeken porométeres mérésekkel is igazoltunk. Ezzel ellentétben flg22
megakadalyozza a kora reggeli sztdmanyitédast, mely jol jelzi, hogy a sztdmanyitddas és
zarddas szabalyozdsa eltéré jelatviteli utakat hasznal.

Solanum lycopersicum és Pisum sativum modellndvényekben a flg22-nek nem volt
hatasa.

A zaroésejtek kloroplasztiszai a sztdmam(ikodésben ROS-ok, ATP és a citoszolikus
malat szintézishez sziikséges NADPH termelésével kozvetlenil is részt vesznek. A zardsejtek
onallé fotoszintetikus aktivitasa tehat ugyancsak fontos szabalyozé lehet, ezért az elicitor-
kezelés utan Microscopy-PAM készilék segitségével az egyes sztomak klorofill fluoreszcencia
parameétereit is rogzitettik. A gyors fényvalasz gérbék alapjan ugy tlnik, hogy a flg22 kezelés
nincs hatdassal a linearis elektrontranszportlanc sebességére (ETR).

Xantan

Solanum lycopersicum és Pisum sativum novényekben a xantan jelentds
sztdmazarddast okozott.

Vicia faba névényben a xantdan 1 mg/ml koncentracidju oldata mérsékelt gatlast
okozott a sztdmak nyitddasdban és ugyancsak mérsékelt sztdmazarddast okoz, melyet
nyuzatokon és intakt névényeken porométeres mérésekkel is igazoltunk.

Az LI-6400 (LI-COR Biosciences, Inc.) fotoszintézisméré készilék kiegészité
egységével, a Leaf Chamber Fluorometer (LCF) méréfejjel végzett kisérletek szerint a xantdn
egyetlen napszakban sem befolyasolta Vicia faba névények zardsejtjeinek fotoszintetikus
aktivitasat. Megallapitottuk, hogy a xantdn szamottevéen nem befolydsolta V. faba
novények zardsejtjeinek nitrogén-monoxid és a H,0, mennyiségét sem.

Az LI-6400 rendszer egyik kiegészit6 egysége, a (jelen palydzatban beszerzett) 6400-
17 Arabidopsis Whole Plant Chamber (AWC) és az ehhez csatlakoztathaté 6400-18 RGB
fényforras segitségével egy teljes Arabidopsis novény CO, asszimilacidja és transzspiracidja
nyomon kovethet6. Probaméréseket végeztiink abszcizinsavval (ABA) kezelt Arabidopsis
novényeken, hogy megadllapithassuk milyen érzékenyen befolyasolja a transzspiracid és
asszimilacié értékét egy mas fajban sztdmazaré hatasu anyag.

Az ABA az Arabidopsis novények transzspiraciéjat kis mértékben, mig CO;
asszimilaciéjat jelentésen befolyasolta. Az eredménybdl arra kovetkeztettlink, hogy ez a
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mérGkamra alkalmas lehet a xantan teljes novény transzspiraciéjara és CO, asszimilacidjara
gyakorolt hatdsanak egész napos vizsgalatara.

Ergoszterol és koleszterol

Vicia faba novényben egyik vizsgalt elicitor sem csokkenti a sztdmakonduktancia
értékeket, s6t az ergoszterol atmeneti emelkedést is okoz benne.

A KITOZAN HATASA A ZAROSEJTEK MUKODESERE

Munkankban az egyik legaltaldnosabb gomba MAMP, a kitozan sztémam(ikddésre
gyakorolt hatdsat |6bab (Vicia faba L.) modellndvényen vizsgdltuk részletesebben. A kitozan
a sejtmembran szamara atjarhatatlan, hatdsat igy feltehetéen csak a sejtfelszini
receptorokon keresztil képes kifejteni. Receptoraval valé kapcsolddésa kiilonb6z6 jelatviteli
utakat indukdlhat, ezért célunk a lehetséges jelatvivG molekuldk azonositdsa, és azok
lehetséges fotoszintézisre gyakorolt hatasanak vizsgéalata volt.

Az aldbbi kérdésekre kerestiik a valaszt:

Vajon a Vicia faba zardsejtje képes-e kitozdn molekulat, mint MAMP vegyiiletet
felismerni, és hatdsara bekovetkezik-e sztomazarddas illetve sztdmanyitddas-gatlas?

Amennyiben igen, akkor vajon a H,0, és NO, mint jelatvivé komponens szerepel-e a
kitozan-indukalt jelatviteli utak halézataban?

E jelatvivé molekuldk mely kompartmentumokban és a kitozan kezelés utan mennyi
idével keletkeznek?

A zardsejtek kornyezetében |évé parenchima réteg mezofillum sejtjei vajon
befolyasoljak-e a kitozdn sztdmam(ikodésre gyakorolt hatasat?

Vajon a kitozdn befolydsolja-e a zardsejtek fotoszintetikus aktivitasat, ezaltal
csokkentve vagy novelve a zaréddshoz és nyitédashoz szikséges ATP és NADPH
mennyiségét?

A kisérletekhez felhasznalt anyagok és modszerek
Kisérleti novény: Lobab (Vicia faba L.)

Nevelési korilmények: a novényeket 4 hetes korukig hidropdnikusan neveltiik mdédositott
Hoagland tapoldatban (2 mM Ca(NOs);, 1 mM MgSQy, 0,5 mM KCl, 0,5 mM KH,PO,4, 0,5 mM
Na;HPO,4, 0,001 mM MnSQg4, 0,005 mM ZnSO4, 0,0001 MM (NH;)sM07054, 0,01 mM H3BO,,
és 0,02 mM Fe(lll)-EDTA, pH 6,0). A ndvénynevelés soran a kontrollalt kérilményeket egy
Fitoclima S 600 PLH (Aralab, Portugalia) novénynevel6 klimakamra segitségével biztositottuk,
12/12 6ras nappal/éj ciklus, 25/20 °C-os hGmérséklet és 70%-os relativ paratartalom mellett.
A megvilagitas erGssége a levelek szintjén 120 umol foton m 2 s~ volt.

Kisérleti oldatok:
e Inkubdciés oldat : 10 mM MES, 10 mM KCl, 100 uM CaCl, (pH 6,15 TRIS)



e 100 pug ml™* alacsony molekula témegti (LMW) kitozan oldat 1 mM Na-acetat tartalmd
inkubacios oldatban oldva

e S-nitrozo-glutation (GSNO), mint NO donor vegyiilet

L] 100 }J.M HzOz

A keletkezett NO mennyiségét NO-elektréd segitségével amperometrids maddon
hatdroztuk meg (ISO-NOP; World Precision Instruments Inc., USA).

Kezelési idépontok: hajnali kisérletek sordan 5:30-kor (a sztodmanyitédds gatldsanak
vizsgalata), mig a napkdzbeni kisérletek esetében 10:00-kor (a sztdmazarddas indukcidjanak
és a sztomanyitddas gatldsanak vizsgalat) inkubdacids oldattal, kontrollként és 100 pug ml™
kitozan tartalmu oldattal.

Sztébma poérusdtmérd meghatdrozasa: frissen készitett epidermisz nyuzatokon tortént,
ezekr8l mikroszképos (Nikon Eclipse TS-100, Japan) felvételt készitettiink, melyeket az
ImagePro 5 program (Media Cybernetics, USA) segitségével elemeztiink ki. Minden kezelés
esetében legaldbb 90 db sztdmat vizsgaltunk meg.

Epidermisz nyuzatok el6készitése a zardsejteken végzett Microscopy-PAM mérésekhez: a
mérések el6tt 5 perces kezelés tortént a hipoozmotikus inkubacios oldatban, a mezofillum
sejtek, vagy a nyuzds soran keletkezett mezofillum térmelék eltavolitasara.

A klorofill a fluoreszcencia mérések Microscopy-PAM fluoriméter (Walz GmbH,
Németorszag) segitségével torténtek, melyek soran gyors fényvalasz gorbéket elemeztiink.

A fluoreszcencia indukcid és kioltasi analizis sordn a kovetkez6 paramétereket vizsgaltuk
(a gyors fényvalasz gorbék alapjan):

e A sotétadaptalt PSIl reakciocentrumok (RC) maximalis kvantumhatasfokat (F,/Fp)

e A fotokémiai kioltasi egyltthatokat (gP és gl), melyek a nyitott PSlI
reakciocentrumok részaranyat becsilik nem-kapcsolt (gP) és kapcsolt (gl)
reakciécentrumok esetén

e A PSIlI reakcidocentrumok effektiv kvantumhatasfokat (@ps))

e A fényadaptalt PSIl reakcidcentrumok maximalis fotokémiai kvantumhatasfokat az
F,’/Fn’ paraméterrel becsultik

e APSIl rendszeren keresztiili linedris elektrontranszport sebességét (ETR)

e A nem-fotokémiai kioltdst a Stern-Volmer tipusi nem-fotokémiai kioltassal (NPQ)
becsultiik

A H,0; (AmplexRed, 1 mM) és a NO (DAF-FM, 10 uM) kvalitativ vizsgalata fluoreszcens
jelol6k segitségével konfokalis |ézer pasztazéd mikroszkdp hasznalatdval tortént.

Statisztikai analizis: Student-féle t-préba segitségével (OriginPro 8.6, OriginlLab
Corporation, USA).



Eredmények és értékelésiik

A kitozan a sztomanyitodast hajnalban gatolja, napkozben pedig tovabbi
nyitddas- gatlast és enyhe zarodast okoz

A novényi sejtek, igy a zardsejtek is nagyszamu sejtfelszini receptorral rendelkeznek
plazmamembranjukban, melyek a legkllonfélébb MAMP vegyllet felismerésére képesek (Pel
and Pieterse 2013). A kitozan érzékelésére eddig két lehetséges receptort taldltak, az egyik a
kitin elicitor-k6t6 fehérje (CEBiP) (Kaku et al. 2006) a masik pedig a rizs (Oryza sativa) kitin
elicitor receptor kindza (OsCERK), ami a rizsben nélkiilozhetetlennek tilnik a kitin
fragmentumok érzékelésében.

A sztdmanyitédds és zarddas igen szertedgazd jelatviteli utak és transzporterek
aktivalédasat igényli. Mivel a kitozdn hatdsat egyarant kifejtheti a nyitéddshoz és a
zarédashoz szikséges folyamatokra, igy a kezeléseket két f6 csoportra osztottuk. Az
egyikben a kezelést hajnalban, sotétben végeztik, mikor a sztémak jelentés hanyada még
zart allapotban volt, a masik tipusu kezelésre pedig nappal kerilt sor, mikor a sztdmak mar
részben vagy teljesen nyitva voltak.

A hajnali kisérletek sordn a levelek fonak epidermiszét kitozan-mentes (kontroll) és
kitozant tartalmazé inkubaciés oldattal ecseteltiik be sotétben, 5:30-kor. Amikor a
novénynevel6 kamraban program szerint reggel 6:00 6rakor elindult a megvilagitas, a 9.
abran megjel6lt id6pontokban nyuzatokat készitettlink, azokat mikroszkop alatt lefotdztuk,
és a sztomanyilas atmérGket meghataroztuk. 6:00 dérakor a sztdomak még zart allapotban
voltak, az atlagos sztomaporus atmérgGjik 5.1 + 0.1 um volt. A megvilagitas hatdsara, a
kontroll névények esetében ez délutan 14.00 érdra a maximumara, 14.5 + 0.5 um-re
emelkedett, majd a sztdmak zarddni kezdtek. A kitozan-kezelt ndvények esetében 14:00-kor
az atlagos sztdmapodrus atméré mindossze 6.4 + 0.8 um volt (1. dbra; A).

Annak érdekében, hogy a kitozan sztdmazard hatasat is megvizsgaljuk, a novényeket
kozel teljes sztdmanyitottsag mellett 10:00 érakor kitozant tartalmazo vagy kitozan-mentes
inkubacidos oldattal kezeltik. A nyuzatkészitést 10:00-kor kezdtiik, majd az 1. dabran
feltlintetett id6pontokban folytattuk. A kezelés idépontjdban az atlagos légrés atmérd 9.3 +
0.9 um volt, ami a kontroll névények esetében 14:00-ra 13.6 £ 0.2 um-re emelkedett. A
kitozan-kezelt novények esetében a kezelés végére a kiindulasi allapothoz képest enyhe
zardédast tudtunk megfigyelni (8.1 + 0.5 um), a kontrollra jellemzé tovabbi nyitédas
mindvégig elmaradt (1. abra; B). A kitozan-kezelt névényeket a kezelést kéveté napon is
megvizsgaltuk, am ekkor mar nem tapasztaltunk eltérést a kontroll novényekhez képest.

A kovetkez6 kisérletsorozatban arra voltunk kivancsiak, hogy vajon a parenchima
réteg mezofillum sejtjeinek szerepliik van-e a kitozdn-kezelés hatdsara bekovetkez6
sztdbmanyitédas elmaraddsdban. Ennek kivizsgaldsara 5:30-kor és 10:00-kor epidermisz
nyluzatokat készitettlink, melyeket kitozant tartalmazé, vagy kitozan-mentes inkubacids
oldatba helyeztiink. A nyuzatokat felhasznalasukig 150 pmol foton m™ s™ fényintenzitason
tartottuk. A felvételek készitésének id6pontjai megegyeztek az el6z6 kisérletben leirtakkal.
Azt tapasztaltuk, hogy a kordbbi kisérlethez nagyon hasonlé eredmények sziilettek,
nevezetesen a kitozan hatdsara a hajnali kezelés esetén zarva maradtak a sztdmak, mig a
délel6tti kezelés esetén enyhe zarédas volt csak megfigyelhetd, igy a kitozan-kezelt levelek
mezofillum sejtjeinek sztdmamozgdsra gyakorolt hatasat kizartuk.
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1. Gbra A sztémapdrus atmérék valtozasa kontroll és 100 pg ml™ kitozan-kezelt (CHT)
novények esetében a nap folyaman. A kezelések 5:30-kor (A) vagy 10:00-kor (B) torténtek. A
feltintetett értékek harom bioldgiai ismétlés egyenként 90 mintdjanak atlagabdl szamitott
atlagat mutatjak a standard deviacio (+ SD) megjelenitésével.

A kitozan hatasdra, hajnali kezelés esetén sztdmanyitddas gatlast, mig nappali kezelés
esetén is csak enyhe sztdomazarddast figyeltiink meg. Ez azt bizonyitja, hogy a Vicia faba
zarésejtje képes a kitozan érzékelésére, rendelkezik megfelel§ receptorral, és képes a
megfelelG jelatviteli utak bekapcsolasara. A sztédmamozgasok hatterében a plazmamembran
(PM) és a tonoplaszt membranpotencidljanak megvaltozasara aktivalodé vagy inaktivalodé
transzporterek allnak. A sztomanyitddas (PM hiperpolarizacid) és zarddas (PM depolarizacid)
soran egyarant a K* ioncsatornak toltik be a legfontosabb szerepet. A fényaktivalt nyitédas
sordn kozvetetten a PM H'™-ATP4z mikddésének hatdsara aktivdlédnak a befelé
egyeniranyitoé K'-csatorndk. A zarddas soran az R- és S-tipusu (gyorsan és lassan aktivalédd)
anion csatornak egy hosszu, elnyujtott PM depolarizaciét okozva aktivaljdk a kifelé
egyeniranyitd K'ou-csatorndkat. Koers és munkatérsai (Koers et al. 2011) kimutattak, hogy
arpa esetében a kitozdn az S-tipusu anion csatornak hosszu, konstans aktivalddasat okozva
sztémazarodast valt ki.

A kitozdn a kisérleteink soran Vicia faba esetén viszont nem okozott erds
sztdmazarddast, de meggdtolta a sztdmanyitddast. A napkozbeni erbteljes sztdmazarddas
elmaraddsanak egyik oka feltehetéen a nagy mennyiségben termel6dé jelatvivé molekula, a
NO egyik, Sokolovski és munkatarsai (Sokolovski and Blatt 2004) altal kimutatott hatasaval
magyarazhatd. Eszerint a NO a zardsejtek K'o: iondramat biztosité GORK ioncsatornat S-
nitrozilalja, ezdltal inaktivalva azt. M(ikéd6képes GORK ioncsatornak hidnydban pedig a
zarodsejtek képtelenek a sztdmazarddas kivaltasara.

A kitozan szerepe a zarosejtek jelatvitelének alakitasaban

A zardsejtek MAMP-ra és ABS-ra adott valaszreakcidja sok hasonldésagot mutat,
mindkét esetben az S-tipusu anionaramok aktivalddnak és gyors sztdmazdarddas torténik (Pei
et al. 1997; Roelfsema et al. 2004). Receptoraikat vizsgalva azt taldlhatjuk, hogy mig az ABS
esetében intracelluldris és extracelluldris receptorok felel6sek az érzékelésért (Ma et al.
2009), addig MAMP esetében az érzékelés a sejtfelszinen megy végbe (Boller and Felix
2009). Az ABS és MAMP érzékelését kovet6 jelatviteli utak tobb kdzos komponenst is
tartalmaznak. Arapidopsis-ban, a zarésejt specifikus OST1 protein kindz aktivalédasa
nélkilozhetetlen a sztdmazarddas kivaltdasahoz, mind az ABS, mind pedig példaul az flg22
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esetében (Melotto et al. 2006; Mustilli et al. 2002). Az OST1 kinazrél nemrégen mutattdk ki,
hogy képes egy S-tipusu anion csatorna, a SLAC1 aktivaldsara (Geiger et al. 2009; Jammes et
al. 2009), utalva arra, hogy az OST1 allhat a MAMP-aktivalt aniondram hatterében is.
Mindennek ismeretében érdekes, hogy a kisérleteinkhez hasznalt Vicia faba esetében a
kitozan nem okozott erés sztdmazarddast.

Mind a MAMP, mind pedig az ABS jelatvitelében megtaldlhatéak a ROS és a NO
jelatvivé molekuldk (Kolla and Raghavendra 2007; Kolla et al. 2007; MacRobbie 2000; Neill et
al. 2002; Suhita et al. 2004). Srivastava és munkatarsai (Srivastava et al. 2009) kimutattak,
hogy borsé novények esetében mar 5 pg ml™ kitozan is jelentds ROS és NO novekedést
indukalt. Megfigyelték, hogy mar 5 perccel a kitozdn-kezelést kdovetden els6ként ROS (féleg
H,0,) jelenik meg, mig a NO kortlbeliil csak 1 6ra elteltével mutathato ki. Igazoltdk azt is,
hogy a 2-(4-karboxifenil)-4,4,5,5-tetrametilimidazolin-1-oxil-3-oxid (cPTIO), mint NO kioltd
vegyllet, a natrium-volframat, mint a NR gatlészere, az L-NAME (N-nitro-L-Arg-metil-észter),
mint NOS-inhibitor, a katalaz vagy a DPI (difenilén-joddénium), mint a NADPH-oxidaz
gatlészerének alkalmazasa révén elmaradt a kitozan-indukalt sztémazarddas. Mindez a H,0,
és a NO fontos szerepét bizonyitotta a kitozan-indukalt sztémazardodasban. A tovabbiakban
arra voltunk kivancsiak, hogy vajon Vicia faba zardsejtekben is kimutathatd-e a kitozan-
kezelést kdvetd H,0, és NO felhalmozddas.

A kitozdn-kezelés hatasdra keletkezé H,0, detektadlasa

A kitozan-altal kivaltott H,0, szubcellularis szinten torténé vizsgalatdhoz egy
specifikus H,0, jelolét, az AR-t alkalmaztuk. Azt tapasztaltuk, hogy a kitozan-kezelt
mintakban a H,0, elsGsorban a kloroplasztiszokban és a sejtmagvakban halmozddik fel (2.
abra, C). A 2. D abra a kontroll és kitozan-kezelt mintak atlagos, relativ AR intenzitasat
mutatja be, amely alapjan kijelenthetjiik, hogy a kitozan hatdsara, mar 1 6ra utan H,O,
termel&dik. A kloroplasztiszokon beliili H,0, eloszlasat megvizsgdlva (2. abra, G-l), kideriilt,
hogy a H,0, elsGsorban a sztrémdban jel6l6dik.

Fontosnak tartottuk annak vizsgalatat is, hogy a kitozan olddddsat segité natrium-
acetat okoz-e H,0, termelfdést. Mivel 1 mM natrium-acetatot tartalmazd inkubacids oldat
és a natrium-acetat-mentes inkubdacios oldat hatasa kozott nem tapasztaltunk szignifikans
eltérést (2. abra A és B), a kés6bbi vizsgdlatok soran kontrollként csak az 1 mM natrium-
acetatot tartalmazo inkubacids oldatot hasznaltuk.
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Kontroll

2. dbra A specifikus H,0; jel6lé AR eloszlasa a kontroll (A), acetatos kontroll (B) és kitozadn-
kezelt (C) levelek esetében. Az atlagos AR intenzitdsok (D) jél mutatjdk, hogy a kitozdn
hatasara megemelkedik a H,0, szintje az acetatos kontrollhoz képest. A H,0, elsGsorban a
kloroplasztiszokban, ezen belil is feltehetéen a sztromaban (G-l), és a sejtmagvakban
halmozddott fel. A sejtmagok azonositdsara Hoechst 33258 festést alkalmaztunk (E-F). A G-I
jeld képeken a voros szin a klorofill autofluoreszcencidjat, mig a zold szin az AR
fluoreszcencidjat mutatja. Az F jelld képen a kék szin a Hoechst 33258 festék altal megfestett
sejtmagokat mutatja.

A kitozan-kezelés hatdsara keletkezé NO detektdldasa

A H,0, jelatvivét is magaba foglald, sztdmazarddast kivaltd jelatviteli utnak egy masik
komponense a NO. Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk, hogy a kitozan-kezelés hatasara
vajon keletkezik-e NO, a kontroll és a kitozan el6kezelt levelekbdl nylzatokat készitettlink,
melyeket 10 uM DAF-FM specifikus NO jel6l6vel festettlink meg. A 3. abran jél [athato, hogy
a kontroll nyuzatok esetében a vords klorofill autofluoreszcencian kivil, csak nagyon
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alacsony, zold szinnel jelolt DAF fluoreszcencia figyelheté meg (A), mig a kitozan-kezelt
mintdkon a magas DAF fluoreszcencia volt tapasztalhaté (B). Az eredmények alapjan tehat
kijelenthetjik, hogy a kitozan-kezelt mintakban, a kontroll mintakhoz viszonyitva 1 o¢ra
elteltével jelentés NO felhalmozddas torténik. JAl l1athatd tovabba az is, hogy a NO sejten
bellli eloszlasa hogyan valtozik meg a kitozan-kezelés hatdsdra: mig a kontroll zardsejtek
esetében az alacsony DAF jel els6sorban a kloroplasztiszokbdl szdrmazik, addig a kitozan-
kezelt mintdkban a citoplazmaban, a pdrus korili sejtfalakban és a kloroplasztiszokban is
megnovekedett DAF fluoreszcenciat tudtunk detektalni.

Kontroli

3. dbra Az A-B abrakon a 10 uM DAF-FM-mel jel6lt kontroll (A) és kitozan el6kezelt (B)
nyuzatok mikroszkdpos felvételeit lathatjuk. A kis nagyitasu felvételeken jol lathatd a
kilénbség a kontroll és a kitozan-kezelt mintdk sztomai kozott (zold — DAF fluoreszcencia,
piros — klorofill autofluoreszcencia). A C-F dbrdakon ugyanez figyelhet6 meg egy-egy sztdma
esetén, ahol jol lathatd, hogy a DAF fluoreszcencidja elsGsorban a kloroplasztiszokbdl, a
poérus korili sejtfalakbdl és a citoplazmabdl szarmazik.

-

A kitozan hatasa a zardsejtek fotoszintézisére

A hajnali kitozan-kezelés gatolja ETR névekedését

A kitozdn hatdsara bekovetkez6 nyitddasgatlas hatterében a zardsejtek 6nalld
fotoszintetikus aktivitdsabdl szarmazé ATP illetve NADPH szintjének csokkenése is allhat.
Annak felderitésére, hogy a kitozdn befolydsolja-e a zardsejtek fotoszintézisét, a kontroll és
kitozan-kezelt zardsejtek RLC gorbéit vetettiik 6ssze. Ehhez az intakt leveleket, 30 perccel a
hajnali megvilagitas el6tt a kezelési oldatokkal bepermeteztiik, majd a jelzett id6pontokban
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friss epidermisz nyuzatokat készitettlink. A nyuzatokat a mérések el6tt az inkubacids
oldatban 15 percig sotét adaptaltuk. Megdllapitottuk, hogy a kontroll levelekrdl készitett
nyuzatok zarésejtjei reggel 6.00 drakor barmely AL fényintenzitds esetében alacsony ETR
értéket mutattak. Az ETR maximalis értékeit (ETRmax) tekintve mindez délel6ttre jelent&sen
emelkedett, mig délutdnra enyhén csokkent (4. abra; A-B). Ezzel ellentétben, a kitozan-kezelt
zardsejtek, a nap folyaman barmely AL intenzitdson minimalis ETR értékkel rendelkeztek (4.

abra; C-E).
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4. dbra A sztdmanyilds atmér6jének és a zardsejtek fotoszintetikus aktivitasanak idébeli
Osszefliggése. Az A dbra a sztémanyilasok atmérgjét, a B dbra a jelzett id6pontokban mért
ETRmax értékeket mutatja. Jol Iathatd, hogy a hajnali kontroll mintak (6:00) alacsony ETR max
értékkel rendelkeztek, mely a kontroll mintdk esetében délelStt (11:00) erGteljesen
megemelkedett, mig a kitozan-kezelt (CHT) zardsejtek (12:00) a hajnali mintdhoz hasonld
alacsony értéket mutattak. A C-E abrdkon nyomon koévethetjik az RLC gérbék napkdzbeni,
kontroll és kitozan-kezelést kovet6 valtozasat. Az egyes abrakon id6pontonként 3-4 mérés
(fekete korok — kontroll mintdk, fehér kérok — kitozan-kezelt mintdk) atlagait abrazoltuk
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(fekete vonal — kontroll ETR értékek atlaga, szlirkevonal — kitozan-kezelt mintak ETR-
értékeinek atlagai).

A fotoszintetikus paraméterek alakuldsa hajnali kitozan-kezelés utdan

A kitozdn-kezelés hatasdra bekovetkezd elektrontranszportlanc gatlds hatterét
kutatva megvizsgaltuk az RLC protokoll sordn mért egyéb fluoreszcencia paraméterek
alakuldsat is. Az 5. dbra a hajnali kitozan-kezelés hatasat mutatja az F,/F., a @psy, az NPQ, az
F,/[Fn’, a gL és a gP paraméterek esetében.

A 15 perces soOtétadaptaciot kovetSen sotétben mért maximadlis kvantumhatdsfok
zarodsejtekre jellemzd 0,7 koruli értéke a kitozan-kezelés hatasara 0,57-re csokkent (5. dbra,
B). Ennek hatterében elsésorban az F,,, csokkenése all (5. abra, A).

Az RLC gorbék felvétele soran megfigyeltik, hogy a kitozan-kezelt mintdk esetében a
relativ fluoreszcencia hozam a kontrollhoz képest magasabb volt, mig a @ps; értékek a
kontrollhoz képest szignifikdnsan alacsonyabbak voltak minden egyes AL intenzitasnal. Az
ETR paraméter értékei ennek megfelel6en szintén alacsonyak voltak minden egyes AL
intenzitasnal (5. abra, E).

Az 5. dbran lathatd, hogy @ps; csokkenéséhez a gP és az F,’/F,’ csOkkenése is, bar
mas és mas modon, de egyarant hozzajarul (5. abra, C, D, H)). Az F,’/F,,’ paraméter esetében
a kitozan-kezelés, minden AL intenzitds mellett nagyjabdl azonos mértékl csokkenést
okozott, a gP paraméter viszont az 50-200 umol foton m? s AL tartomanyban csdkkent a
legnagyobb mértékben. A kapcsolt reakcidcentrumokat feltételezé fotokémiai kioltas, gL, a
gP-hez nagyon hasonlé mdédon csokkent a kitozan-kezelés utan (5. abra, G).

Az NPQ szintén jelent6s mdédon redukalodott minden AL intenzitas esetén (5. abra, F).
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5. dbra A kontroll és kitozan-kezelt (CHT) zardsejtek RLC gorbéi sordn mért relativ
fluoreszcencia hozam (A) és a fotoszintetikus paraméterek (B-H) valtozasai. A kezelés a fény
bekapcsoldsa (6:00) elStt 30 perccel tortént, a méréseket 11:00 és 13:00 kozott végeztik el.
Az egyes grafikonok 4 kiilonb6z6 mérési nap atlagat és a hozza tartozé standard deviacid
értékeket (+ SD) mutatjak be.
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A fotoszintetikus paraméterek alakulasa napkozbeni kitozan-kezelés utan

A napkdzben, nyitott sztomaju leveleken alkalmazott kitozan a zardsejtek
fotoszintetikus aktivitdsaban nem okozott valtozast a kontroll kezeléshez képest. Sem a
relativ fluoreszcencia hozam emelkedését sem a kordbban vizsgalt fluoreszcencia
paraméterek szignifikans csokkenését nem tapasztaltuk

Mivel a kitozan nem tud a zardsejtekbe bejutni, hatdsat kizdrdlag azok jelatviteli
kaszkadjan keresztil képes kifejteni. Annak kideritésére, hogy ez vajon hogyan kapcsolddik a
zarésejt fotoszintézisének gatlasahoz, tovabbi kisérleteket végeztiink el.

A kiils6 H,0, kezelés hatasa a zardsejtek fluoreszcencia paramétereire

Vajon a =zardsejtek kloroplasztiszaiban kitozan-kezelésre felhalmozédd H,0,
okozhatja-e a korabban megfigyelt valtozdsokat? Erre vonatkozdan olyan kisérleteket
terveztliink, melyek soran Vicia faba epidermisz nylzatokat 100 uM H,0,-dal kezeltiink. A
kisérlet elején a H,0,-mentes inkubacids flrdSoldatban lév6 zardsejteket 15 percig sotét
adaptaltuk és meghataroztuk az F./F, paraméter értékét. Ezutan a 8 lépésbdl allé RLC
protokollt futtattuk a fénygorbék felvételéhez. A H,0, hatasanak kideritéséhez a talka aljara
rogzitett nyldzatot 15 percig sotétadaptaltuk és ekoézben a fird6oldatot az oldatcserélével a
100 uM H,0,-t tartalmazé inkubacios oldatra cseréltiik. Az F,/F,, paramétert meghataroztuk
és a H,0,-kezelt sztdmakon az RLC gorbe protokolljat djra lefuttattuk. A kisérletek az alabbi
eredményeket hoztdk: a relativ fluoreszcencia hozam a H,0,-kezelés hatasara minden
esetben csokkent, az F./F,, a @psy, a gP, az ETR és az NPQ paraméterek nem szignifikans
mértékben csokkentek. A kapcsolt reakcidcentrumokat feltételezé fotokémiai kioltds, a gL
esetében a 200 umol foton m? s AL-nal kisebb fényintenzitasoknal tapasztaltunk egyediil
szignifikans mérték( eltérést a kontroll mérésekhez képest. A gL paraméter, azaz a PSIl
hatékonysagi faktora kismértékli emelkedésének hatterében a tilakoid-kapcsolt és a
sztromdban 1évé szolubilis aszkorbat-peroxiddz enzim aktivitdsa allhat, mely a H,0,
redukalasahoz a linearis elektrontranszportlanc elektronjait hasznalja fel.

Mivel a H,0,-kezelés nem eredményezett a hajnali kitozdn-kezelésre jellemzé
valtozadsokat, ezért a kovetkez6kben az exogén NO fotoszintézisre gyakorolt hatdsat
vizsgaltuk meg alaposabban.

A NO hatasa a zarodsejtek fotoszintetikus aktivitasara

Kordbbi in vitro és in vivo kutatasokra alapozva elgondolasunk szerint a NO
zardsejtekben a jelatviteli funkcidjan kiviil a fotoszintézis reverzibilis gatlészereként is
szerepelhet, nagyobb mennyiségben pedig a zardsejtek Calvin-Benson ciklusat is gatolhatja.
Jelen fejezetben Vicia faba abaxialis epidermisz nyuzaton sejtszint( klorofill a fluoreszcencia
méréssel in vivo prébaljuk igazolni feltevésiinket.

Az NO-donor GSNO specifikussdga, fotolizise melléktermékeinek hatdsai és a GSNO-
bol felszabadulo NO mennyisége

Miel6tt a NO a zardsejtek fotoszintetikus aktivitdsdra gyakorolt hatdsat
megvizsgaltuk, a kisérleteinkben haszndlt NO-donor GSNO specifikussagat és lehetséges
mellékhatasait tisztaztuk. Vicia faba novény abaxidlis epidermiszének friss nyldzatat egy
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fémhald segitségével a mérsStalka aljara rogzitettik, hogy ugyanazon sztdoma fluoreszcencia
paramétereit vizsgdlhassuk a GSNO hozzdadasa el6tt és utan.

A mintdkat a mérések el6tt 15 percig sotét adaptdltuk, majd kilonb6z6 kisérleti
oldatokban, 15 percen keresztiil, 500 umol foton m? s intenzitasu fehér fénnyel vilagitottuk
meg Oket. Azt tapasztaltuk, hogy 10 uM GSNO alkalmazdsa mellett az egyensulyi @psy
jelent6sen csokken (6. dbra). Ezzel szemben, ha nyitott edényben 24 6rds, 500 umol foton m’
2 s intenzitasu fehér megvilagitassal inaktivalt 10 pM GSNO oldatot (iGSNO) alkalmaztunk, a
@ps paraméter nem csdkkent. A GSNO fotolizise soran a NO mellett oxidalt glutation (GSSG)
is keletkezik, mely megzavarhatja a kloroplasztiszok redox jelatviteli rendszerét (Michelet et
al. 2005). Kisérleti rendszeriinkben az 5 uM GSSG oldat szintén nem befolydsolta ®@ps;
alakulasat. A NO specifikus hatds tesztelésére a legegyszer(ibb mod, a NO kioltdjanak, a
cPTIO-nak az alkalmazdsa. 40 uM-nyi cPTIO képes volt a 10 uM GSNO hatasat kivédeni,
viszont fontos azt is megemliteni, hogy 6nmagdban alkalmazva a kontrollhoz képest nem
okozott valtozast. Erdekes, hogy 20 pM-nyi cPTIO nem képes a 10 pM GSNO hatdsat kivédeni
(6. dbra). A NO vizes oldatokban oxigénnel és vizzel gyorsan reakcioba Iép, mikozben NO, és
NOs keletkezhet. Eredményeink szerint azonban az emlitett anionok nincsenek hatassal a
vizsgalt fotoszintetikus paraméterekre (adatok bemutatasa nélkal).
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6. Gbra A zardsejtek egyensulyi @ps; paraméterének alakuldsa 15 perces, 500 pmol foton m™
s' PPFD AL fehér fénnyel torténé megvilagitast kovetSen kilonbozé Osszetétell
flird6oldatokban. Az egyes oszlopok minimum 5 mérés atlagat mutatjak a hozzajuk tartozé
standard devidcié értékekkel (x SD). A statisztikai elemzés Student-féle t-prébaval tortént

(***P < 0.001).

A fotolabilis GSNO donorbdl felszabaduléd NO mennyiségét amperometrias Uton, NO-
elektrdd segitségével hataroztuk meg. Az 50 uM GSNO-t tartalmazd inkubdcids elegyet egy
elkiilonitett, atlatszé edényben 500 pmol foton m™ s intenzitasu fehér fénnyel vilagitottuk
meg. A fotolizis soran keletkez6 NO-t tartalmazé inkubacids elegyet ezutdn egy gyors
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oldatcseréld rendszeren keresztil juttattuk a mikroszkép targyasztalan sététben lévé Petri-
csészébe. A NO elektrédot a Petri- csészébe meritettiik, és azt tapasztaltuk, hogy benne a NO
koncentracidja az oldatcsere elinditasat kovetd 1 perces lag fazis utan 3-4 perc alatt 450 nM
folé emelkedett, és ezen érték kozelében tovabbi 10 percen tobbé kevésbé allanddnak is
bizonyult . A NO kimosasahoz NO-mentes inkubacids oldatot hasznaltunk. A NO kimosddasa
az oldatcsere inditasat kovetéen 1-2 percen belil elkezd6dik, és nagyjabdl 10 perc alatt be is
fejezédik.

A NO hatdsa a zdrosejtek fluoreszcencia paramétereire. Reverzibilitds.

A kovetkez6 kisérletsorozatban a Microscopy-PAM detektordra egy latoteret szikitd
irisz segitségével 2-3 sztdma fluoreszcens jelét engedtik, és a zardsejtek RLC gorbéit
vizsgaltuk. A kisérlet elején a NO-mentes inkubdcidés flurdboldatban 1évé zardsejteket 15
percig sotét adaptaltuk és meghataroztuk az F,/F, paraméter értékét. Ezutan a kitozan-
kezelések soran is alkalmazott, 8 lépésbdl allé6 RLC protokollt futtattuk a fénygorbék
felvételéhez. A NO hatdsanak kideritéséhez a talka aljara rogzitett nyldzatot 15 percig sotét
adaptaltuk és ekozben a firdGoldatot az oldatcserélével a 450 nM NO-t tartalmazd
inkubacids oldatra cseréltik. Az F,/F,, paramétert meghataroztuk és az NO-kezelt sztémakon
az RLC gorbe protokolljat ujra lefuttattuk. A reverzibilitds megallapitdsahoz egy ujabb 15
perces sotétadaptacio kozben a méréedényt NO-mentes inkubacios oldattal &tmostuk, majd
F./F, meghatdrozasa utan a harmadik RLC gorbét is felvettiik. Az alabbi abrak 6 azonos
modon elvégzett figgetlen mérés atlagat mutatjak be (7. A-H abra).

A 7. A dbra az RLC kisérlet kozben mérhet6 relativ fluoreszcencia hozam alakuldsat
mutatja az id6 fliggvényében. Megdllapitottuk, hogy a NO-kezelés jelentGsen novelte a
relativ fluoreszcencia hozamot minden fényintenzitasndl, mely a fluoreszcenciat kioltod
folyamatok gyengiilésére enged kovetkeztetni. A NO kimosasa utan e hatas reverzibilisnek
mutatkozott. A fluoreszcencia kioltdsokat elemezve az aldbbi eredményekre jutottunk (7.
abra, B-H). Ugy talaltuk, hogy a sotétben alkalmazott NO-kezelés nem mddositja,
megvilagitas mellett viszont szignifikansan csokkenti az F,/F,, paraméter értékét (7. dbra, B).
Az effektiv kvantumhatasfok @ps; értékei minden fényintenzitason jelent6s csdkkenést
mutattak a kontrollhoz képest (7. dbra, C). ®ps; csokkenésében a gP komponensének
gyengulése all (7. abra, H), mely a kapcsolt reakcidcentrumokat feltételezé fotokémiai
kioltasi egyutthatd, gL esetében ugyanugy megfigyelhet6 (7. dbra, D). A @ps; paraméter
masik komponense, a megvildgitas kdzben mért maximalis fotokémiai kvantumhatdasfok,
F.’/F,’ esetében viszont a NO kezelés inkdabb névekedést valtott ki (7. dbra, D). A ndvekedés
mogott feltehetéen a nem-fotokémiai kioltasi folyamatok, legnagyobb részben a
hédisszipacié térvesztése allhat, amit jol mutat az NPQ paraméter minden egyes AL
fényintenzitasnal tapasztalhatd csokkenése is (7. abra, F).

A kisérletek harmadik fazisaban, a sotétadaptacio kézben a NO-t tartalmazé oldatot
NO-mentes, friss inkubacids oldatra cseréltiik, majd ugyanezen sejteken az RLC protokollt
futattuk. A mérések alapjan kijelenthetjlik, hogy a kimosas a relativ fluoreszcencia hozamot,
a @ps;, qP, gL paramétereket teljesen, az F,’/F,’, NPQ paramétereket részlegesen
helyreallitotta (7. C-H dbra, Kimosas utan).
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7. dbra A NO hatasa a zardsejtek gyors fényvalasz gorbéire. Az 450 nM koncentraciéju NO
kezelés a relativ fluoreszcencia hozam emelkedéséhez vezetett, ami a NO eltdvolitdsa utan
helyredllt (A). Az F,/F,, esetében csokkenést csak akkor tapasztaltunk, ha a sotét adaptaciot
megel6z6en a NO kezelést megvilagitds mellett alkalmaztuk (B). A NO reverzibilisen
csokkentette a @psy, gP, NPQ és gL paramétereket (C, E, F, G), valamint reverzibilisen

megemelte az F,’/F,’ paraméter értékét(D). Az abrakon legalabb 6 mérés atlagat dbrazoltuk,
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a szérasok (+SD) feltlintetésével. A statisztikai elemzéshez a Student-féle t-préobat hasznaltuk
(*** P <0.001).

A NO altal okozott valtozasok kinetikai hattere

A NO hozzaadasa illetve kimosdasa soran a relativ fluoreszcencia hozam, illetve a
fluoreszcencia paraméterek gyorsan vdltoznak, azonban ennek kinetikdjat korabban még
nem vizsgaltak. Ennek kideritésére a fluoreszcens jelet gyenge, 30 pmol foton m? s*
intenzitasu AL mellett folyamatosan regisztraltuk, mindekdzben a nyudzat flird6oldatat egy
gyors perfluzids rendszer segitségével valtoztattuk. A relativ fluoreszcencia hozam, a @ps, az
F,/’[F’, a gP, az NPQ és a gL paraméterek nagyjabdl 7 perc utan elérték egyensulyi értékeiket
(8. dbra A, B). A 450 nM NO-t tartalmazé inkubdciés oldattal torténé atmosas utan 1-2
percen belll a relativ fluoreszcencia meredek emelkedést mutatott, majd korilbeliil 2-3 perc
utan elérte a maximumat és lassan csokkenni kezdett. Ez a meredek fluoreszcencia
emelkedés a gP, gL és az NPQ valtozé mérték( és kinetikdju csokkenésének kdszonhetd. Az
NPQ korilbelll 1 perc utédn elérte a minimum értékét, majd lassu emelkedésbe kezdett, a
®psy, a gP és a gl viszont 3-5 perc alatt gyakorlatilag nullara csokkent, ezzel szemben az
F,/[Fn’ enyhén emelkedett is. A gP-vel ellentétben, az NPQ gyors csOkkenését egy lassu
emelkedés kovette, és ez 4all Osszefliiggésben a relativ fluoreszcencia hozam lassu
csokkenésével a NO kezelést kovets 3-5 percben (8. abra, A, B).

A NO mellé adott bikarbondt helyredllitia qP-t és fokozza az NPQ konstans
emelkedését

Korabbi eredmények szerint a NO a bikarbonatot a Qa és Qg kinonok kozti nem-hem
Fe’* egyik koordindcids kotShelyéért versengve leszoritia, és ezzel csokkenti az
elektrontranszfer sebességét (Diner and Petrouleas 1990; Goussias et al. 2002). A nyuzat
fird6oldatdban a 450 nM NO-hoz adott kdlium bikarbonat (KHCOs) koncentracidjanak
vdltoztatasaval ugy taladltuk, hogy 10 mM még nem, de a 100 mM koncentraciéban
alkalmazott bikarbonat a fluoreszcencia hozamot nagy mértékben csdkkenti mikdzben a @ps)),
a gP és a gL paramétereket képes részben helyredllitani (8. abra, C, D). Azt tapasztaltuk, hogy
a bikarbonat a NO kezelés hatasara enyhén emelkedé NPQ noévekedését tovabb erésiti, és ez
all a fluoreszcencia hozam tovabbi folytonos csokkenésének hatterében.
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8. dbra Két jellemz& mérés relativ fluoreszcencia hozama, NPQ, gL, @ps;, F,’/Fn’ és qP
paramétereinek kinetikdja NO valamint NO és bikarbonat kezelést kdvetGen. A paraméterek
meghatdrozasa 30 mdasodpercenként adott telit6é fényimpulzus alkalmazasdval tortént. Az
elsé kisérletben (A és B 4bra) 30 umol foton m™ s AL megvilagitds mellett a fotoszintézis
egyensulyi allapotanak kialakulasa utan a sejtek korili inkubacids oldat Osszetételét egy
gyors perfuzids rendszerrel megvaltoztattuk. Az A dbra tetején lévé sziirke téglalap a 450 nM
NO-t tartalmazd oldattal valé atmosas id6tartamat mutatja. A fluoreszcencia hozam
meredek emelkedését az NPQ (A), a gL (A), a @ps;(B), az F,’/F.’ (B) és a gP (B) paraméterek
azonnali valtozasa koveti. A masodik kisérletben a NO hatdsdara meredeken emelkedé relativ
fluoreszcencia hozam maximumaban a sejtfirdé oldatot 450 nM NO + 100 mM KHCO;3
tartalmu oldatra cseréltiik.

A fotoszintetikus paraméterek helyredllithatosaga a NO-kezelést kovetden

A NO hozzdadasat kovet6en megvizsgdltuk, hogy mi torténik akkor, ha a NO-t hirtelen
eltavolitjuk a rendszerbdl. A gyors kimosds a @psy, @ gP és a gL paraméterek esetében 5
percen belll teljesen helyredllitotta a kordbbi egyensulyi értékeket, viszont az NPQ
paraméter esetében csak annak novekedési litemét csokkentette le. Az F,’/F,,’ esetében a
NO okozta emelkedés a kimosast kovet6en a kiindulasi érték 97 %-ra allt vissza (9. dbra
fekete szimbolumok). Amikor a NO + bikarbonatot tartalmazé oldatot NO- és bikarbonat-
mentes oldatra cseréltik, a ®psy, a gP, az NPQ és a gl paraméterek névekedési liteme lassult
(9. abra sziirke szimbdlumok).
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9.dbra A zardsejtek fotoszintetikus paramétereinek (@psy, gP, NPQ, F,’/Fn,’” és gL) véltozasa az
NO mellé adott bikarbonattal, vagy anélkiil. Az epidermisz nyuzatok kornyezetében az NO-
mentes inkubaciés oldatot, a 30 umol foton m? s' AL megvildgitds mellett elért
fotoszintetikus egyensulyt kovet6en, 450 nM NO-t tartalmazd oldatra cseréltik (fekete
szimbdlumok). Az Ujabb egyensuly elérése utan az oldatot NO-mentes inkubacids oldatra
cseréltik. A szirke szimbdlumokkal jelzett gorbék esetén a 450 nM NO tartalmu
fuirdGoldatot a jelzett id6pontban 450 nM NO + 100 mM KHCOs; tartalmu oldatra cseréltik. A
kisérlet végén a nylzatokat ebben az esetben is friss inkubacids oldattal mostuk at. A
fotoszintetikus paramétereket a NO hozzdaddsa el6tti egyensulyi értékiikre normaltuk (n=4,
+SD)

A kitozan, feltehetéen a NO bioszintézisét indukdlva, gatolja a zardsejtek
fotoszintetikus aktivitasat

A zardsejtek kloroplasztiszaiban m(ikédé linearis elektrontranszportlanc miikodését
és sztdmamikodésben bet6ltott fontossagat szamos tanulmany tdmasztja ala, mint ahogy
ezt Lawson (Lawson 2009) munkajaban részletesen dsszefoglalta.
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A kisérleteink soran készitett RLC gbrbék alapjan jol lathatd, hogy a hajnali 100 pg/ml
kitozan-kezelés hatasara csokken az F,/Fn, a @psy, a gP és a gL fluoreszcencia paraméterek
értéke. Ez jol korreldl a NO-donor GSNO-val valé kezelés eredményével, ugyanis ugy
tapasztaltuk, hogy NO hatasdra e paraméterek szintén csdkkennek, mely a NO eltdvolitasaval
reverzibilisnek is bizonyult. A kezeléseket kdvet6en mind a kitozdn, mind pedig a NO
hatdsara magas relativ fluoreszcencia szinteket figyeltlink meg. A kitozdn- és a NO-kezelések
utan a @psy és az ETR paraméterek kozotti egyenes aranyossagot ismerve kijelenthetjik,
hogy minden egyes alkalmazott AL esetében csokkent a PSIl rendszeren keresztili linedris
elektrontranszport sebessége, ami a zardésejtekben kevesebb ATP és NADPH mennyiséget,
majd pedig ezen keresztil kisebb mértékd sztdmanyitédast eredményezhet.

A fotoszintetikus paraméterek kozul egyedul az F,’/F,’ esetében tapasztaltunk
eltérést kitozan- és NO-kezelés kapcsan, ami a NO-kezelés hatasara el6sz6r megemelkedett,
majd a kimosast kévetéen lecsdkkent a kiindulasi kontroll értékekhez képest. A kitozan-
kezelés hatasara az F,’/F,,’ paraméter a NO kimosasanal tapasztalhatd csokkenést mutatta.

A napkozbeni kitozan-kezelések soran készitett RLC gorbék alapjan kijelenthetjik,
hogy a 100 pg/ml koncentracidéban alkalmazott kitozan nem okozott szignifikans valtozast az
egyes fluoreszcencia paraméterek esetében. Ennek hatterében feltehet6en a Vicia faba
zarésejtekben a reaktiv oxigén- és nitrogénformak mar aktivalédott és jol mikodé
enzimatikus kioltddasa allhat.

Részben irodalmi adatok alapjan, részben sajat kisérleteink eredményei alapjan
kijelenthetjik, hogy a NO a sztdmam(ikdodést, mint jelatvivé molekula, és mint a
fotoszintetikus elektrontranszportlanc gatlészere egyarant befolydsolja. A kitozan hatasara
indukdlodo jelatvitel soran, a NO-t, mint jelatvivé molekulat sikeresen azonositottak
borséban, mi pedig bizonyitottuk, hogy az kitozan hatdsara megjelenik l6bab zardsejtekben
is. A hajnali kitozan-kezelés fotoszintézis gatlé hatasa mogott feltehet6en az Ujonnan
szintetizalddd NO 4ll. Ez azonban egy tovabbi kérdést vet fol: Miért nem tapasztaltunk
fotoszintézis-gatlast a nappali kitozan-kezelések soran? A kérdést valdszinlleg a NO
koncentrdcié-figgd hatdsaval lehet legjobban megvélaszolni. A NO-rél tobb esetben is
beigazolddott, hogy hatdsmechanizmusa koncentracid-fliggé (Mur et al. 2013). A napkozbeni
kitozan-kezelés soran a kloroplasztiszokban felhalmozédd NO koncentrdcidja felteheten
nem érte el azt a kiiszobértéket, ami a fotoszintetikus elektrontranszportlanc mikodésének
lassitdsdhoz, gatlasdhoz vagy a fehérjék PTM mddositdsaihoz (pl Calvin-ciklus gatlas)
szikséges. Ennek oka a kioltd folyamatok jobb mikddése lehet, a kitozan-kezelés hatdsdara
termel6dé kevesebb NO, vagy a kloroplasztiszokon bellli bikarbonat ionok
koncentrdciéjanak novekedése is. Az exogén NO kezelések soran, kelléen magas
koncentracié (450 nM) esetén nem tapasztaltunk eltérést a hajnali és a napkozbeni
vizsgalatok eredményei k6z6tt, azonban, ha jelentdsen lecsokkentettiilk a NO koncentraciojat
(50 nM ala), akkor nem minden esetben volt megfigyelhet6 a linedris elektrontranszportlanc
teljes gatlasa, s6t olykor nem is tapasztaltunk semmilyen valtozast (adatok bemutatasa
nélkal).

A zardsejtek sajat szénfixalasabdl szarmazd tridz-foszfatokbdl a kloroplasztiszokban
keményit6, a citoszolban pedig néhany |épésben foszfoenol-piruvat képzédik, melybdl
oxdlecetsav, majd malat® szintetizalddik (Shimazaki et al. 2007). A malat® anionok a
sztdomanyitédaskor nagy mennyiségben bedramlé K ionok ellenionjaként funkcionalnak,
ebbdl kovetkezben szintén fontos ozmotikumok. Az ATP és a redukdld eré csokkenése
eredményeképp tridz-foszfatok hijan a kloroplasztiszban kevesebb keményitd, a citoszolban
pedig kevesebb malat® szintetizalédhat.
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A K" és malat” sztdmanyitddasban betdltott ozmotikus szerepét napkézben a turgor
fenntartasaban fontos szachardz veszi at. A kisérleteinkben hasznalt Vicia faba névény
zardsejtjeinek sajat Calvin-Benson cikluson alapuld szacharéz bioszintézisét a voros fény
indukalt sztémanyitdédast kutatva Talbott és Zeiger igazolta (1993). A Calvin-Benson ciklus
rendelkezésére all6 NADPH és ATP mennyiségének NO-fliggé csokkenése az ozmotikusan
aktiv szachardz szintézisének visszaesését is eredményezheti. Malat? és szachardz a zarésejt
keményit6jének hidroliziséb6l szarmazo szénvazbdl is képzbédik (Vavasseur and Raghavendra
2005), dm a képz6dés mértéke ATP és redukald erd hianydban szintén lecsokkenhet.

A fotofoszforilacié gatldsa a PM H'™-ATP4zanak aktivalasan alapuld kék fény indukalt
sztémanyitodast csak kis mértékben érintheti. Ennek oka az, hogy a PM H*-ATP4z enzimet
legnagyobb részben a mitokondrialis ATP energizalja (Parvathi and Raghavendra 1995), a
kloroplasztiszbdl szarmazd ATP csak részben jarul hozza mindehhez (Mawson 1993).

Megdllapithatjuk tehat, hogy a NO sztémazarddasban betoltott jelatvivé szerepén
kiviil a zardsejtek turgorallapotat mas uton is befolydsolja. Kimutattuk, hogy a zardsejtek
fotoszintetikus elektrontranszportlancat reverzibilis mddon gatolja, mellyel a sztomak
nyitottsagahoz sziikséges ozmotikumok mennyiségét csdkkentheti, és a PM H*-ATPazanak
aktivitasat redukalhatja.

Egy gyors oldatcserélé rendszer alkalmazasa lehet6séget kindlt arra, hogy a NO
hozzdadasa és eltdvolitdsa mellett a zardsejt fluoreszcencia paraméterek valtozasanak
kinetikajat is megvizsgaljuk.

A fluoreszcencia hozam a talkaban lév6 oldat NO koncentracidjanak novekedésével
azonnal emelkedett (19. dbra). A fluoreszcencia hozam gyors emelkedése valdszin(sithet6en
nem a kloroplasztiszig nehezebben diffundalédé GSNO donor molekula a fehérjéket
kozvetlendl transz-nitrozildld hatasaval, hanem a folyadékokban és a membranokon
konnyen atdiffundalodé NO gaz hatasaval hozhatd 6sszefliggésbe.

A NO tartalmu oldat bevezetésével a megvilagitott sztédmak egyensulyi fluoreszcencia
paraméterei azonnal megvaltoztak. Mig a fluoreszcencia hozam hirtelen emelkedése a gP, gL
és NPQ gyors csokkenésével, a par perc mulva bekovetkez6 lassu csokkenése az NPQ
folytonos novekedésével all 6sszefliggésben.

A NO hozzdaddasara bekovetkez6 gyors NPQ csokkenés az elektrontranszportlanc
sebességének csokkenésével mutat parhuzamot. Mivel ez utébbi eredményeként a lumen
kevésbé savanyodik, az NPQ kezdeti csokkenése annak leggyorsabb, gE energiafliggé nem-
fotokémiai kioltasi komponensének gyengiilésével allhat 6sszefliggésben.

KONKLUZzIO

A kitozan, a B-1,4-glikézamin lancokbdl felépilé gomba sejtfalalkotdé molekula kék
fény-indukdlt sztémanyitddas-gatld, és sztébmazarddast serkentd hatasat tobb novényfaj
esetében bizonyitottak. A sztdmanyitédashoz és zarédashoz vezet§ jelatviteli Utvonalak és az
iondaramlast irdnyité transzporterek szertedgazd hdldézatat a kitozdn tobb ponton
befolyasolhatja. Kisérleteink soran e hatds igazolasat tlztik ki célul Vicia faba L.
modellnévény esetén.

Els6ként igazoltuk, hogy Vicia faba esetében a levelek kitozannal torténd
permetezése nem indukalt sztdmazarddast, azonban a sztdmanyitédast meggatolta. Mivel
ezen eredmények az irodalombdl ismert korabbi eredményeknek csak részben feleltethet6k
meg, igy tovabbi kisérletek soran a kitozan hatdsara aktivaldodé jelatviteli komponensek
megjelenését is megvizsgaltuk. Specifikus fluoreszcens jelol6k segitségével szintén els6ként

24



igazoltuk, hogy a H,0, és a NO, mint jelatvivé molekuldk a Vicia faba zardsejtek
kloroplasztiszaiban a kitozan-kezelést kdvetd 1 6ran belll felhalmozddtak. Szintén els6ként
tértiink ki arra, hogy érdekes mddon a H,0, felhalmozddds feltehetéen elsésorban a
kloroplasztiszok sztrémajaban és a sejtmagokban volt megfigyelhet6, mig a NO a
kloroplasztiszokon kivil a citoplazmdaban és pérus korili sejtfalakban is megjelent.

Abaxialis epidermisz nyuzatok alkalmazdsaval hasonld eredményeket kaptunk,
melyek segitségével ki tudtuk zarni a mezofillum sejtek kitozan indukalt sztdmamozgasokban
betoltott szerepét.

Mivel a sztomdk nyitédasdban és a nyitott allapot fenntartdsaban a fotoszintetikus
eredet(i ATP és NADPH fontos szerepet tolt be, ezért a kitozdn zardsejtek fotoszintetikus
aktivitasara gyakorolt hatdsat is megvizsgaltuk. Az abaxialis epidermiszben taldlhaté
zarodsejtek fotoszintetikus aktivitasat PAM klorofill fluorimetrids mdédszerrel tanulmanyoztuk.
Kisérleteink soran Uj eredményként azt tapasztaltuk, hogy a hajnalban kezelt névények
zardsejtjeiben jelent6sen lecsokkent a PSII rendszeren keresztiili ETR értéke, ami a kontroll
novényekhez képest a nap hatralevé részében is alacsony maradt. A fotokémiai kioltdsi
egylutthatok (gP és gl), a @ps; és az NPQ mas és mas kinetikat mutatva ugyan, de szintén
teljesen lecsokkentek. Erdekes moédon a napkdzbeni kitozdn-kezelések soran egyik
paraméter esetében sem tapasztaltunk hasonld valtozast.

Mivel a kitozén zardsejtek fotoszintézisére gyakorolt hatasat feltehet6en a sejtfelszini
receptorok altal indukalt jelatviteli utak révén fejtheti ki , megvizsgaltuk a mar korabban
igazolt jelatviteli komponensek (H,0, és NO) esetleges fotoszintézisre gyakorolt hatdsat is.
Mig a H,0, esetében nem tapasztaltuk a kitozan-kezelésre jellemz6 valtozasokat, a nagy
koncentracidban kiilséleg alkalmazott NO esetében a kitozan-kezeléshez nagyon hasonld
gatlast figyeltlink meg mind az ETR, a gP, gL, a @ps;, és az NPQ esetében is. Az irodalomban
el6szor igazoltuk, hogy a NO-kezelés hatasa reverzibilisnek mutatkozott, ugyanis a NO sejtek
kornyezetébdl torténd gyors eltavolitdsa révén az egyes fluoreszcencia paraméterek a
kiindulasi értékeikre tértek vissza. A NO linedris elektrontranszportlancot gdatlé hatdsa
megfelel6en nagy koncentracidju bikarbonattal feloldhaté. Az eredmény arra utal, hogy
gatlast tulnyomo részben az okozza, hogy a NO a vele a kétéhelyért versengé bikarbonatot a
Qu és Qg kozti nem-hem Fe**-rél leszoritja.

Fontos azonban azt is megjegyezni, hogy a kitozan hatasara torténé sztdémazarddas
kovetkeztében a levelek belsejében a CO, koncentrdcidja lecsokkenhet, igy a kitozan a
Calvin-Benson ciklus lassitdsaval is hozzdjarulhat a zarésejtek fotoszintetikus aktivitdsanak
csokkenéséhez.

A kapott eredmények alapjan kijelenthetjik, hogy a kitozan feltehetéleg a NO
bioszintézisének aktivalasan keresztlil a zardsejtek fotoszintézisét gatolja, ezdltal a
fotoszintetikus eredetld ATP és a NADPH mennyiségét csokkenti, mely a sztémanyitddas
elmaraddsahoz és a sztdmazardédas folyamatanak elésegitéséhez egyarant hozzajarulhat.
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Egyéb kiornyezeti hatdssal kapcsolatos megfigyelések

Megallapitottuk, hogy a nevelési fényintenzitasnal (150 umol m?s™ PPFD) erésebb
fény (430 pmol m™ s PPFD) megsziinteti az elicitorok indukalta zarédast, jelezve azt, hogy a
kornyezeti faktorok felllirhatjdk a sztémazarddasi immunvalaszt. Méréseink szerint a
novénynevel6 kamraban alkalmazott magas pdratartalom hasonldképpen megakadalyozza
az elicitorok sztdmazard hatasat.

A zardésejtek és a mezofillum sejtek fotoszintézisének kiilonbségei

Kivancsiak voltuk arra is, hogy a =zardsejtek 0ndllé fotoszintézise az eddig
megismerteken tul, miben kilénbozik a mezofillum sejtekétdl. Megallapitottuk, hogy a
zarodsejtekbdl ill. mezofillum sejtekbdl izolalt protoplasztokon mért fényimpulzus indukalt
klorofill fluoreszcencia lecsengések érdekes eltéréseket mutatnak. A telit intenzitasu, rovid
(20 us) fényimpulzussal redukalt allapotba hozott elsédleges kinon akceptor, a QA-
reoxidacios kinetikdjarél a lecsengési gorbék kiértékelésével nyerhetlink adatokat. Az
illesztett fliggvény két exponencialis és egy hiperbolikus tagot tartalmaz. Az un. gyors fazis a
QA- akceptor QA- = QB ill. a QA- - QB- reakcidk altali reoxidacidjat irja le. A kozépsé fazis a
QA- reoxidacidjat mutatja azokban a PSII centrumokban, melyekben a QB kotShely dres a
megyvilagitas idején. A harmadik, lassu fazis a QA- a vizbonté rendszer S2 ill. S3 allapotaival
megvaldsuld toltésrekombindcios lépéseit tiikrozi. A lecsengési gorbék illesztésével ezen
harom fazis relativ amplitudoit ill. idGallanddit hataroztuk meg. A DCMU nélkil mért
kinetikdk elemzése azt mutatja, hogy QA- - QB(QB-) reakciok gyorsabbak a mezofillum
sejtekben, mint a zardsejtekben, mig a toltésrekombinacios |épések kozel azonos
sebességliek voltak.

A zarosejtek membrantranszportjanak vizsgalata

Fusarium fert6zott kukorica szemtermés Kivonatok hatasa a zarodsejtek
membrantranszport aktivitasara: Patch clamp Kisérletek

A kisérletek el6tt a kiilonb6z6 Fusarium toérzsekkel (F. graminearum és F. culmorum)
fert6zott kukorica szemeket megéroltik, majd 24 éran keresztil az extrakcids pufferben
aztattuk 6ket. Az extrakcids puffer 84 % acetonitril és 16 % viz keverékébdl allt. Az extrakcios
puffer (2% v/v) zarésejtek membrantranszportjara gyakorolt lehetséges hatasat kontroll
kisérletekkel zartuk ki.

Ezekben azt tapasztaltuk, hogy a kifelé tarté kation aramok mar 5 perc utan gyors
csokkenést mutatnak, amit a kovetkez6 korilbellil 20-30 percet kovet6en tovabbra is
megfigyelhetlink. A sejtek befelé tarté aramai 5 perc utdn enyhe csokkenést mutattak, am
kés6bb (20-30 perc elteltével) visszaalltak nagyjabdl a kiinduldsi értékekre.

Mivel az extrakcids puffer esetében a mikotoxinokon kivil, szamos egyéb anyag is
kimosddhat, igy tovabbi kontrollként megvizsgaltuk, hogy a nem-fertézott
kukoricaszemekbdl el6allitott izoldtum vajon befolyasolja e a zardsejtek teljes-sejtes
iondramait. A kifelé tartd dramok, az extrakciés pufferhez hasonléan 5 percnél gyors
csokkenést mutattak, amit 20-30 perccel késébb is megfigyelhet6ek voltak. A befelé tartd
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kation aramok viszont érdekesen viselkedtek, miszerint az els6 20 percben megfigyelhet6
atmeneti emelkedést a 35. percre csokkenés valtotta fel. (10. abra)
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10. dbra A fert6zetlen kukorica kivonat hatasa a zardsejtek teljes-sejtes aramaira. (A) A -80
mV tarté fesziltségrél inditott -160 és +120 mV kozotti 20 mV-os tesztfesziiltség lépcsékre
adott dram vdlaszok a kivonat hozzdaddsa el6tt és 5, 20 és 35 perccel a hozzdaddsat
kovetben. A feltlintetett id6pontokbdl szarmazd steady state daramértékek a fesziiltség
fliggvényében (B) (I/V gorbék) és (C) az aramslirliség (pA/pF) feszlltség fluggvényében
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torténd abrazolasa.

A kiilonboz6 fertézott kukorica kivonatok tesztelése el6tt még egy ismert toxin a
deoxinivalenol (DON) hatdsat is megvizsgdltuk, hogy a késSbbiekben azonositani tudjuk,
mint a fert6zott kivonatok feltételezett f6 toxinjat. A kisérletekben 400 ng/ml
koncentraciéban alkalmaztunk DON-t, mely hatdsara egyedil a befelé tartd aramok
novekedését tapasztaltuk, mig a kifelé tarté aramok nem valtoztak meg jelentésen.
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a DON hozzaadasa eldtt
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11. 3bra A DON hatdsa a zarosejtek teljes-sejtes aramaira.

A Fusarium graminearum fert6zott kukorica szemekbdl készitett kivonat mind a
kifelé-, mind pedig a befelé tarté aramokat lecsokkente, melyek az id6 el6re haladtaval sem
alltak helyre. A Fusarium culmorum fert6zott kukorica szemekbdl készitett kivonat esetében
hasonld hatast tudtunk kimutatni (adatok nélkil).

Osszefoglalas

A kllonbo6z6 kezelések hatdsat az alabbi tablazatban foglaltuk 6ssze:

Kezelés Extrakcios Viz 400 ng/ml Fert6zetlen F. culmorum és
puffer DON kivonat F. graminearum
fert6zott
kivonatok
Kifelé tartd gyors nincs nincs hatas gyors csokkenés,
aramok csokkenés, mia | hatas csokkenés, ami helyredllitédas
kovetkez6 20-30 a kovetkezd 20- | nélkdl
percben sem 30 percben sem
tud tud
helyreallitédni helyredllitédni
Befelé tarto nincs hatas nincs novekedik gyors csokkenés,
aramok hatas novekedés, helyredllitédas
majd visszatéra | nélkil
kiindulasi
értékre

A fenti eredmények alapjan a kovetkezd kdvetkeztetéseket vonhatjuk le:
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e A DON-kezelés csokkenti az acetonitril kifelé tarté dramokra gyakorolt hatasat.

e A DON-kezelés noveli a befelé tartd kation dram értékét, ami hozzdjarulhat a
sztdmanyitddas elésegitéséhez.

e A fertGzetlen kivonat aktivalja a befelé tartd dramokat, melyek a 30. percre
visszatérnek a kiindulasi értékiikre, azonban a fenti kisérletekbél nem tudhato
pontosan, hogy a kivonatban jelen levé anyagok kozil mely anyag hatdsara torténnek
ezen valtozasok.

o A fert6zott kukoricaszemekbdl készitett kivonatok (F. culmorum és F. graminearum)
esetében a befelé tarté aramok erds gatlasa figyelhet6 meg, mely a sztdmanyitddas
gatldsdhoz vagy a sztdmazardédas indukdlasdhoz vezethet. A DON-nal végzett
kisérletek alapjan azonban kizarhatjuk a DON-t, mint mikotoxint, igy a hatast
feltehet6en a kivonatban jelen levé elicitotroknak tudhatjuk be, melyek képesek a
sztdmamozgdsok fent emlitett befolyasolasara.

Az ophiobolinok hatasa a HEK 293-as heteroldg expresszidos rendszerben
kifejeztetett KAT1 ioncsatornara

Az ophiobolinok, azaz a Helminthosporium genus novénypatogén gombainak
fitotoxinjai esetében szamos novényre gyakorolt hatast leirtak mar. llyen példaul a
novekedés gatlo hatas, az apototikus folyamatok aktivaldsa, a protein és nukleinsav szintézis
gatlds. Az ophiobolinok ismert kalmoduliun antagonistak, rizsben gyokérnovekedés gatlast
okoztak, a gliikan-B-1,3-szintetaz inhibitora, befolyasolja az elsGdleges sejtfal kialakulasat (a
glikozil-1,3 kotések kialakitasanak befolydsoldsan keresztiil), csokkentik a fotoszintetikus CO,
asszimilaciéjat, befolydsolja a mitokondridlis légzési lancot, aktivaljagk a PM-H'ATPaz
m(ikodését, proton kidramlast indukalva, befolydsolva a K* ionok felvételét, majd pedig
ezaltal pedig sztdmanyitddast képesek indukalni.

Kisérleteink sordn a zardsejtekben legjelent8sebb befelé egyeniranyité K
ioncsatorna, a KAT1 ophiobolinokra valo érzékenységét vizsgaltuk meg. A KAT1 ioncsatorna
heteroldg expresszidjadhoz human embrié vesesejteket (HEK293) haszndltunk fel. A HEK293-
as sejtek elénye a konnyl fenntarthatésag és transzfekcid, valamint a patch clamp
méréseknél fontos magas seal kialakitdsi sikeresség. A HEK293 sejteket az alacsony endogén
csatornaaktivitds jellemzi, mely fontos szempont, hiszen a KAT1 HEK293 sejtben torténd
patch clamp vizsgalatakor az esetleges endogén hattéraramok nem volndnak elkllonitheték
a KAT1 aramoktdl, igy a mérések pontatlannd vdlnanak. A transzfekcié soran a pEGFP-N2-
KAT1 (BD Biosciences, Clonetech, USA) vektort jutattuk HEK293 sejtekbe, kationos lipid
precipitdciés technika segitségével, melyhez MetafecteneTm Pro reagenst (Biontex,
Németorszag) hasznaltunk.

Arra kerestik a valaszt, hogy vajon az id6é muldsaval valtozik-e a KAT1 ioncsatorndan
atfolyd ionaram er6ssége. A 12. abran jél lathatd, hogy a vizsgalat kezdetét koévets 20
percben jelent8s befelé tartd kationaram csokkenést figyeltiink meg, mely az ugynevezett
kimosddasi effektussal magyarazhaté.
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12. dbra A KAT1-HEK293 sejtek teljes sejtes aramainak alakuldsa az id6 fliggvényében.

A kontroll vizsgalatok befejezését kovet6en négy ophiobolin molekula (A, A1, A3, P1)
tesztelését végeztik el. A kisérletek soran a kontroll mérések utan kodzvetlenil a sejtfiirdé
oldathoz 1 ng/ml végkoncentracidban kiilonb6z6 ophiobolint adtunk, majd a hatast 20 perc
elteltével teszteltiik, ezutan tovabb noveltiik a sejtfiird6é oldat ophiobolin tartalmat egészen
20 ng/ml végkoncentracidig, majd a kisérlet kezdetétdl szamitott 60. percben megmértik a
kapott hatasokat. Az A, Al és A3 ophiobolin esetében nem tapasztaltunk szignifikans
csokkenést a kontroll méréseinkhez képest. A P1 esetében azonban 1 dra elteltével jelentGs,

szignifikans csokkenést tudtunk kimutatni (13. abra).

A B

Kontroll

M

+20 perc 1 ngiml P1

+60 perc 20 ngimi P1

CORe
.a !
8
L1
I (pA)

e}
=
=

=— Kontroll
—e— +20 perc 1 ng/ml P1 o5nA
—a— +60 perc 20 ng/ml P1 0.2s

13. abra Az ophiobolin-P1 koncentracié- és id6fliggé hatasdnak tesztelése KAT1-HEK293
sejtek teljes-sejtes ionaramaira.
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Osszefoglalas
A kllénb6z6 ophiobolinok hatasat a kovetkez6 tablazatban foglaltuk dssze:

Kezelés KAT1 ionaram | ophiobolin-A | ophiobolin- ophiobolin- ophiobolin-
alakulasa  az Al A3 P1
id6é
fliggvényében
Kifelé tart6 | folyamatos nincs hatas nincs hatas nincs hatas 60 perc
aramok csokkenés elteltével
csokkenés

Osszességében kijelenthetjiik, hogy az egyes ophiobolinok képesek voltak a kontroll sejtek
esetében megfigyelhet6 kimosddasi effektus meggdtlasara, egyes esetekben
visszaforditdsara is, ami a KAT1 ioncsatorna ophiobolinokkal torténé aktivalhatdsagat
bizonyitja. Az ophiobolinok ebbdl kévetkez6en a PM-H'ATPaz m(ikddésének aktivalasan kiviil
a plazmamembran befelé tarté K' ioncsatorndinak aktivitdsanak emelésével s
hozzdajarulhatnak a sztdmanyitddas kivaltasahoz.
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