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ROVIDITESEK
AAOQO: Abszcizin-aldehid oxidaz enzim

ABA: Abszcizinsav

ABRE elemek: Abszcizinsav valasz elemek (Abscisic acid response elements)
AOX: Alternativ oxidaz

APX: Aszkorbinsav peroxidaz

AS: Aszkorbinsav

BHT: Butylated hydroxytoluene

CAT: Katalaz enzim

DHN: Dehidrinek

EBR: Brasszinoszteroidok

FRAP: Antioxidans kapacitas (Ferric Reducing Ability of Plasma)
GPX: Glutation peroxidaz

GR: Glutation reduktaz

GSH: Glutation (redukalt forma)

GSSG: Glutation (oxidalt forma)

GTR: Glutation transzferaz enzim

HG: Hoagland oldat

JA: Jazmonsav

LEA: Kés6i embriogenezis soran képz6do fehérjék (late embriogenesis abundant)
MDA: Malondialdehid

MDHAR: Monodehidro-aszkorbat reduktaz enzim

NCED: 9-cisz-epoxikarotin dioxigenaz enzim

NADP*: Nikotinamid dinukleotid foszfat (oxidalt forma) koenzim
NADPH: Nikotinamid dinukleotid (redukalt forma) koenzim

POD: Gvajakol peroxidaz enzim

gPCR: kvantitativ PCR

RAB proteinek: responsive to ABA (ABA hatasara termel6d6 fehérjék)
RT-PCR: reverz transzkripciés PCR

ROS: Reaktiv oxigén formak

SA: Szalicilsav

SOD: Szuperoxid dizmutaz enzim



BEVEZETES

Napjaink a klimavaltozas jegyében telnek az emberi tevékenységeknek koszonhetden. Nem
telik el nap emberi életeket koveteld idGjarasi katasztrofak nélkiil. A szélsdségessé valt
idojarasi viszonyoknak az ember {6 taplalékat add ndvényzet latja a karat. A kiméletlen
szarazsag, majd a hirtelen lezaduld csapadék, a varatlanul bekoszonté hideg vagy meleg,
valamint a szennyez6 anyagok megndvekedett mennyisége stresszhatasként éri a novényt, a
terméshozam ezzel jelentdsen visszaesik. Ennek okan, a klimavaltozas éveiben hangsulyossa
valtak az abiotikus stressz hatdsaival kapcsolatos kutatasok. Egyre boviilo irodalom all
rendelkezésiinkre ezen kutatdsok eredményeivel és az azokbdl levont kovetkeztetésekkel,
melyek nagymértékben segithetik a nemesitdk munkajat. A termesztésbe vont
haszonndvényeink nagy része stressztiirésiik javitisara szorul. gy a ndvénynemesités
fokuszaban mar nem kizardlagosan a legjobb terméshozamu fajtak el6lallitasa, hanem a
kedvezotlenebb klima hatasainak ellenallobb genotipusok 1étrehozasa is allhat. Ebbol

kifolyolag a stressztoleranciaval foglakozé kutatasok napjainkban kiemelt szereppel birnak.

A hatékony termesztésnél nem utolsé szempont az optimdlis Gsszetételli tapoldat, valamint a
kedvezd nevelési koriilmények kialakitdsa a termesztésbe vont fajtara nézve. Az elégtelen
tapanyagellatottsag, vagy a tlzott tapanyagbevitel egyarant veszélyforras lehet, mindkettd
esemény stresszallapot kialakuldsahoz vezet. Ennél fogva a sikeres terméshozatal érdekében
elengedethetlen a termesztett ndvény szamara optimalis Osszetételli tapoldat preciz
kidolgozédsa. Utobbi sikeres kivitelezéséhez a relevans informéciok Osszegytijtése
elengedethetlen. Napjaink egyik leggyakoribb, termesztéssel kapcsolatos problémaja a talzott
tapoldatozas. Az ennek soran bekdvetkezd tulzott tdpanyagbevitel hatdsa a ndvényi
produkcidra régebb ota ismert, azonban ezek a folyamatok molekuléris szinten kevésbé
tisztazottak. Magédnak a hatdsmechanizmusnak ¢és a hozza tartozo kisérdjelenségeknek a
tisztazasa segithet a termesztésbe vont gazdasagi haszonnovények tovabbi nemesitésében.
Mindazonaltal a fajhoz tartozod genotipusok eltéré modon reagalhatnak a megndvekedett
tapelem bevitelre és az ebbdl kialakuld stresszhatasokra. A stresszorokkal szembeni ndvényi
valasz hatterében és a ndvényi stressztolerancia kialakulasaban szamos faktor vesz részt.
Jelativeli tutvonalakon keresztiill adaptiv mechanizmusok zajlodnak le, amelyeket
sokféleképpen lehet nyomon kovetni. A ndvekedési paraméterek valtozasa, j61 megvalasztott
molekularis markerek, a folyamatokban szerepld gének expresszids mintdzata alapjan

crer
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lehetdségként az autolumineszcencian alapulé technologiak allhatnak rendelkezésiinkre. Igy

sz¢lesebb spektrumon lehet jellemezni a vizsgalt fajta stressz allapotat/tolerancijat.

Tanszékiinkon évtizedek oOta folynak stresszélettani kutatdsok tobb célcsoportot alkotd,
kertészeti szempontbol is jelentds novényfajokkal. Dolgozatomban az uborka (Cucumis
sativus L.), mint kertészeti haszonnovény harom szabadfoldi és harom {iveghazi genotipusa
allt kutatasaink fokuszéaban. A vizsgalatokba bevont uborkafajtak novekedési paramétereit, az
abszcizinsavra valo érzékenységiliket vetettiik Ossze, a szemmel is lathatdo novekedésbeli
kiilonbségek hattérmechanizmusaira voltunk kivancsiak. A tovabbiakban a tulzott
tdpanyagbevitel stresszindukald hatasat vizsgaltuk a fenti hat fajtabol kivalasztott kettd
esetében. Az uborkandvényeken élettani, biokémiai €s génexpresszids vizsgalatokat
végeztiink, melyek tiikrében a két fajtacsoport eltérd stressztolerancidjanak hatterében zajlod
mechanizmusokrél szerettiink volna tisztabb képet alkotni. fgy eredményeink nagymértékben
hozzajarulhatnak a meglévé genotipusok tovabbi nemesitéséhez, toleransabb fajtak
létrehozasdhoz, valamint az uborka kiilonbozd fajtainak neveléséhez sziikséges optimalis

Osszetételd tapoldatok precizebb kidolgozasahoz.



CELKITUZES

1. Meg kivantuk hatarozni, hogy van-e kiilonbség a ndvekedésre jellemzd paraméterekben
(hajtas-, hipokotil- és gyokérzet hossznovekedés, levélfeliilet kiterjedés, szarazanyag-
tomeg gyarapodds) a szabadfoldi (’Szatmar’, ’Szenzacid’, ’Joker’) ¢és liveghazi
(’Americana’, ’Prior’, ’Oitol’) termesztésre nemesitett uborkafajtadk kozott. A fajtak
mindkét tipusabol ki kivantunk valasztani egyet-egyet, amelyek stabilan és markansan
mutatjak a tipusaikra jellemz6 névekedési tulajdonsagokat.

2. Vizsgalni kivantuk, hogy van-e kiilonbség a valasztott uborkafajtak abszcizinsav
érzékenysége kozott.

3. Kivancsiak voltunk arra, hogy van-e kiilonbség a két fajtacsoport molekularis valaszaiban
kiilséleg alkalmazott ABA egyszeri kezelést kovetden. Ezért az ilyenkor jellemzden
indukalodo dehidrin gének expressziojat terveztiik nyomonkdvetni.

4. Célul tiztik ki, hogy megallapitsuk, milyen hatassal van a vélasztott uborkafajtakra a
tapanyagellatottsag kiilonb6zd mértéke.

5. Két kivalasztott uborkafajta, az ’Oitol’ és ’Joker’ részletes fizioldgiai és molekularis
szinten torténd Osszevetését kivantuk elvégezni kiilonboz6 toménységii tapoldatozast
kovetden. Mivel a magasabb tapelembevitel varhatdéan ozmotikus és oxidativ stresszt is
okoz, meg szerettilk volna hatdrozni az ezekben a stresszekben jellemzdéen indukalodo
dehidrinek és antioxidans enzimeket kodold gének (CsGR, CsGPX, CsAPX) kifejez6dési

mintazatat.



IRODALMI ATTEKINTES
1. A Kkisérleti novény bemutatasa

1.1 A kisérleti novény eredete és napjainkban torténé felhasznalasa
A Cucurbitaceae csalad viszonylag sok nemzetséget (130 db) és fajt (900 db) tartalmaz. A

csaladhoz tartozo fajok nagy hanyada alkalmas emberi fogyasztasra, ezért igen kedveltek az
egész vilagon. Ezeket a fajokat mar az dkorban felfedezték és fogyasztottak, Indiaban 3000
éve, Kinaban mar 2000 éve nemesitették (Abdollahi, 2016). Az uborka (Cucumis sativus L.)
a Cucurbitaceae csalad egyik legnagyobb mennyiségben nevelt, gazdasagi szempontbol
fontos, nem klimaktérikus (Jasso-Chaverria 2005; Wang et al., 2013), tébbnyire nyersen, vagy
tartositott formaban is fogyasztott zoldségféléje. Szamos nemesitett valtozata ismert (\Wang
et al., 2010b; Yan et al., 2016; Srikanth et al., 2017; Varcarcel et al., 2018; Xue et al., 2019).
Az archeoldgiai leletek alapjan a ndvény elsédleges géncetruma India, majd elterjedése Eszak
Azsia régioibol tortént, Eurdpaban az elsé nemesitett fajtat 1700-as években hoztak létre
(Sebastian et al., 2010). Napjainkban is a jelentdsebb termesztett ndvények kozott szerepel, a
FAOSTAT alapjan 2018-ben tobb mint 75 milli6 tonna uborkat termesztettek mintegy 2 millié
hektaron vilagszerte (FAOSTAT, 2019).

Az uborkafélék fogyasztasanak Amerikaban nagy kultusza van, ebbdl kifolyolag uj fajtak
szelektalasaval régota foglalkoznak a nemesitok (Diab et al., 2016, Amirossadat et al., 2012).
Gyors novekedése ¢s kedvezo tapanyagtartalma miatt (Marsic and Jakse, 2010; Wang et al.,
2013) fogyasztasa Azsidban is népszerti (Kappel, 2011). Eurdpai vonatkozasban, a
fagyérzékeny uborkafélék hagyomanyos termesztését tekintve Spanyolorszag az élen jar a
tobbi orszaghoz képest (Ballesta et al., 2017; Varvcarcel et al., 2018). Hazankban a XIII.
szazadban kezdték el termeszteni kolostorok kertjeiben, azonban mint gazdasagilag jelent6s
haszonnovény a két vilaghabort kozott kezdett elterjedtebbé valni a fogyasztok korében

(wikipedia).

Etrendi szempontbol kozkedvelt, tapértéke nem jelentds, azonban magas kalium tartalma a
vesemiikodésre kedvezd hatdssal van. Némely fajtaban a kedvezdtlen termesztési
koriilmények miatt keserii izt kialakitd cucurbitacin gliikkozid még eléfordul, a korszeriibb
hibridek ezt mar nem tartalmazzak. A kozmetikai ipar érdeklédése jelentésen megndtt az
uborka irant. Szamos regenerald és borapold krém késziil az uborkalébdl, a fiatalitd karak
egyik alapjat képezi a bel6le késziilt kivonat. Ezek f6 hatdéanyagai H-, A-, E-, F-,Bs-vitaminok,
valamint az antibiotikus hatasu lizozim enzim (Balazs, 1994)

1.2 A kisérleti novény termesztési jellemzdi (tapanyagigény, nevelési kozeg)

A ndvénytermesztésben szdmos ndvekedést segitd eljarast ismeriink, ezek alkalmazasaval a

termesztésbe vont fajtdk egész éves fokozott produkcidja biztositott. A koriilmények
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szakszerli megvalasztasa (megvilagitds, Ont6zés, tapanyagellatottsag, hdomérséklet)
kulcsfontossagu a maximalis terméshez (Li és Cheng, 2015). Az uborka termesztésével
kapcsolatban jelentés mennyiségii informacio all rendelkezésiinkre, kezdve a tapoldat
Osszetételétdl a nevelOkdzeg megvalasztasaig (Kappel, 2011). Szabadfoldi és tiveghazi fajtak
sz¢éles valasztékabol egyarant merithetiink. Ezek nemesitése intenziven folyik a névekvo
fogyasztoi elvarasok, illetve a megvaltozott Klimatikus viszonyok miatt is. Ennek okan az
uborkafajtak novekedését vizsgald kutatasokkal eldsegithetd 0 fajtak 1étrehozasa, rdadasul

ezek az adatok hozzajarulhatnak korszeriibb termesztési technologiak kidolgozasahoz is.

Az uborka termesztése szabadfoldon ¢és iliveghdzban egyarant folyik. Hosszinappalos,
melegigényes, fagyérzékeny, évelé novény, hdmérsékleti optimuma 25+7 °C, laza talajokon
70% feletti relativ nedvességtartalmat igényel (Balazs, 1994). Nagy vizigényi, mert a
termésének fejlédéséhez sok viz sziikséges, ennek okan érzékeny a vizhianyra. A vizhidnyos
allapot a termés mindségének és mennyiségének csokkenéséhez vezethet (Wang et al.,
2010b). Optimalis novekedéséhez a neutralis pH-ji talaj a legkedvezobb. Nagy
tapanyagigényl, a N hidnyra és a magas sotartalomra érzékenyen reagdl. A magok csirdzasa
kortilbeliil hdrom napot vesz igénybe, a ndvény rovid idon beliil hoz virdgot, majd termést
(Singh et al., 2017, Kappel, 2011). Kozvetlen magrdl torténd vetése és palantakra torténd
oltasa egyarant megvalosithat. Uveghazban vald nevelése kedvezébb koriilmények
biztositdsa mellett nagyobb terméshozamot és jobb mindségli termést eredményez a
termesztok szdmdra a szabadfoldben termesztetekkel Osszevetve. Uveghdzi termesztése
hatékonyabb, fajlagosan kevesebb raforditast igényel, évszaktol fiiggetlen, nagyobb hozamot
nytjt, mint a szabadfoldi, ezért manapsag gyorsan terjed6 termesztési mod (Diab et al., 2016).
Az uborka szabadfoldon a laza szerkezetli, humuszban gazdag, neutralis talajokat kedveli
(Helyes et al., 2007). A talajban torténé vetés azonban némi kockazatot von maga utan.
Szamos talajlakd patogén altal okozott fertézés visszavetheti a terméshozamot. Utobbi
kikiiszobolésére megoldast jelentenek a talajmentes kozegek, mint a kokusztdzeg, a perlit, a
vermikulit és a koézetgyapot. Mindamellett kiegyensulyozottabb vizellatottsagot, pH
viszonyokat, optimalis tdpanyagtartalmat biztositanak a benniik nevelt ndvények szdméra
jobb termésmindséget eredményezve (Singh et al., 2017, Glits et al., 2005). Ezek koziil a perlit
eurdpai piacokon hasznalatos hatékony, vulkani eredetli kdzetbdl késziilt neveldkozeg.
El6nye, hogy természetes alapanyagbol késziil, fizikailag stabil, kémiailag neutralis, konnyen
kezelhetd, baktérium és egyéb patogénektdl mentes. Valtozatos szemcseméretben kaphato,
z0ldségfélék hajtatasakor a nagyobb szemcseméret javasolt. Uborkak esetében eldnyos

valasztas, mert optimalis koriilményeket teremt a ndvény szaméara a jobb ndvekedés, valamint
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nagyobb terméshozatal tekintetében kontrollalt kériilményeket biztositva (Marsic and Jakse,
2010). Hatranya tapoldatozasnal a sostressz fellépésének lehetdsége, ami a puffereld hatas

hianyanak koszonhet6 (Glits et al., 2005; Savvas et al., 2009).

Manapsag széleskoriien felhasznalt, korszeri novényneveld kozeg a kozetgyapot. Bazalt
megolvasztasaval késziil, kivalo vizmegtartdo képességii, beldle vetékocka, nevelékocka és
termesztotabla is késziilhet. A perlit és a kdzetgyapotkocka egyiittesen is hasznalhatd
cserepekben torténd palantahajtatishoz. A magvetés torténhet szaraz vagy elddztatott mag
felhasznalasaval kozvetleniil palantaneveld kozetgyapotkockaba. Vetés eldtt a kockakat
tapoldatban kell aztatni, majd a magokat vetésénél vékony rétegben perlittel kell betakarni a
vetést kovetden (Glits et al., 2005).

A kiilonbozd tapanyagdsszetételli és tartalmu oldatok alkalmazésa uborka novények
ontozésénél jelentés kiilonbséget okozhat a ndvekedésben. Az uborka szamara a
legoptimalisabb a Hoagland (HG) tapoldat (Li és Cheng, 2015). A palantak neveléséhez a
modositott Hoagland tapoldat javasolt, mely optimalis mennyiségli tdpanyagokat biztosit a
novény szamara. 1992-ben Millner és Kitt és az eredeti HG oldat moédositott valtozatat
dolgoztak ki, magasabb foszfat és nitrat, alacsonyabb ammoénium tartalommal. Ontdzésenként

a kézetkockan nevelt novények tapoldatigénye cserepenként kb 200 ml (Glits et al., 2005).

1.3 A kisérleti novény morfologiai jellemzdi
Az uborka (Cucumis sativus L.) er6és novekedésti, kétszikii, egynyari kiiszonovény mélyre

hatolo, nagy kiterjedésii, vékony és sériilékeny gyokérzettel. Hengeres termése hosszukas kiip
alaku és zo6ld szinii, vitaminokban, asvanyi anyagokban gazdag (Helyes et al., 2007; Wang et
al., 2013; Srikanth et al., 2017). A novény termésén, szaran, levelén trichomak talalhatoak,
amelyeket az epidermisz sejtek hoznak létre. Maga a képlet nagyban hozzajarul a névény
szarazsag, patogének, erds UV sugarzas elleni védekezeéséhez. Méretiik, szamuk fajtanként és
egyeden beliil is igen eltéré lehet, a termésen 1évok kereskedelmi szempontbol fontosak (Xue
et al., 2019). Viragai nagyok és sargak, a novényen egyivar néi, him és kétivara viragok
egyarant megtalalhatdbak maganyosan vagy fiirtokben rendezédve (Helyes et al., 2007),
amelyek mar riigy allapotban is jol elkiilonithetonek egymastol. Kialakulasukat szamos
genetikai, hormonalis és kornyezeti faktor egyiittes hatasa szabalyozza (Pawelkowitz et al.,
2019). Levelei nagyok, tenyeresen karéjosak €s serteszorosek, szara 0,5-5 m hosszusagu lehet.
Inddva alakult négyszogletes, serteszords szaraval €s a nodvényen kifejlddé kacsok
segitségével jol kapaszkodik, igy tamrendszer mellett is termeszthetd, termése kabaktermés

(Glits et al., 2005; Helyes et al., 2007).
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1.4 A kisérleti novény genetikai jellemzoi
Az uborka diploid faj 7 par kromoszomaval (2n=2x =14) rendelkezik, a genom becsiilt

mérete 367 megabazispar. Az uborka fajtak genetikai variabilitasa alacsonyabb mértékii, mint
a Cucumis nemzetség tobbi tagjaé. A nagyobb genetikai diverzitas a kinai és indiai fajtakban
lelhet6 fel (Valcarcel et al., 2018). Napjainkig harom fajta teljes genomjanak adatai érhetéek
el. Az elsd: egy kinai fajta, a Chinese Long 9930 (GenBank: GCA_000004075.2), amely
szekvenalasat Huang ¢és munkatarsai végezték 2009-ben (Huang et al., 2009);Gyl4
(http://wenglab.horticulture.wisc.edu/). A masodik egy amerikai fajta a B10 (GenBank:
GCA _000224045.1), amely szekvenalasat a USDA-ARS Vegetable Crops Research Unit
(Madison, WI) keretein beliil végezték el (Cavagnaro et al. 2010). A harmadik egy észak-

eurdpai fajta, a ’Borszczagowski’ (PacBio reads, GenBank: LKUOQ00000000.2), amelyet
Lengyelorszagban szekvenaltak a Polish Consortium of Cucumber Genome Sequencing
program keretein beliil és 2017-ben frissitették az adatokat (Pawelkowitz et al., 2019). A
kisérletbe vont novények nagy része F1 hibrid, amelyeket a vetomagtermeld cégek konstans
szil6i vonalak keresztezésével hoznak létre. A kisérleti novények igy elvileg egységes
genotipust hordoznak, ami a hibrid vigor révén magas terméshozamot, kedvezo beltartalmi

értékeket és jo termesztési tulajdonsagokat biztosit.

2. Vizhiany és tapanyagok tulzott bevitele altal kivaltott novényi stresszek

2.1 Altalinos tudnivalék a novényi stresszrol
A szarazfoldi novények folyamatosan ki vannak téve a kiilsé kornyezet hatasainak. Egy

kornyezeti tényez6 akkor tekinthet6 stresszornak, ha annak intenzitasa, fennallasanak
id6tartalma, mértéke kiviil esik a ndvény altal preferalt tartomanybol, ahol a névekedés és a
szaporodas optimalis, azaz csak genetikailag korlatozott (Taiz et al., 2015). A névények
jelentds anatomiai és fiziologiai valtozassal alkalmazkodnak a megvaltozott kornyezethez a
talélés érdekében (Xia et al., 2009; Maryan, 2019; Nagaraju et al., 2019). A kiilonb6z6
stresszek gyakran hasonlo valaszt eredményeznek sejt és molekularis szinten egyarant
(Azarkovich et al., 2016). A distressz hatasara csokken az anyagcsere, a ndvekedés lelassul, a
reprodukcios életszakasz korabban koszonthet be a normalishoz képest. A termés mindsége
¢és mennyisége is elmaradhat a kedvez6 koriilmények alatt elértt6l (Suzuki et al., 2014), igy
gazdasagilag fontos novényeknél jelentdés karokkal szdmolhatunk. A helyhez kotott
¢letmddnak koszonhetéen a novényekben valtozatos tulélési stratégiak alakultak ki, amelyek
segitik a novekedés és szaporodas fenntartasat a kedvezOtlen hatdsok ellenére. A ndvényi
szervezddés, mint komplex bioldgiai rendszer, kiillonb6z6 gének, transzkripcids faktorok,
egyéb fehérjék sokasagan keresztiil alakitja ki alkalmazkodd képességét a megvaltozott

kornyezethez. Azonban nem mindegy, hogy a fent emlitett valtozasok egyedek szintjén, vagy
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generaciokon keresztiil faji szinten mennek végbe. Ennek okan az akklimacio és az adaptacio
fogalma élesen elkiilonithetdek egymastol. Az akklimacio olyan fiziologiai és morfologiai
valtozasokat foglal magaban, amely az egyed ¢€lete soran zajlik le. Az akklimacios folyamat
jelatviteli utvonalakat, a valaszban résztvevd gének ¢€s fehérjék Osszehangolt mukodését
foglalja magaban. A valtozé kornyezeti tényezOk valthatjak ki, reverzibilis genetikai
valtozasokon keresztiil valosul meg (Taiz et al., 2015; Maryam et al., 2019). Ezzel szemben
az adaptaciéo mar a populaciéo minden egyedét érinti. Ratermettebb genotipusok jelennek meg
¢s terjednek el, igy a populacio tagjai képesek a megvaltozott kornyezetben talélni, szaporodni

(Taiz et al., 2015).

A novényt koriilvevd kornyezet tartalmazhat €16 és élettelen faktorokat. Stresszornak azt a
faktort tekinthetjiik, amely stresszvalasz indukalédasat vonja maga utan a névényben. Az €16
agensek biotikus stresszorként az élettelen tényezok abiotikus stresszorként miikddhetnek. Az
¢l6 kornyezet szdmos gombafajt, virust, baktériumot, herbivort foglal magéaban, ezek
tamadasai biotikus stresszhatasnak tekinthetok és visszavetik a névényi produkciot (Suzuki et
al., 2014).

Természetes ¢lohelyeken tobb stressz egyiittesen is hathat egy idében a novényre, ezeket
stressz kombindcionak nevezziik. Ezek a kombinéciok erdsithetik, vagy csokkenthetik
egymas hatasat (Choudhury et al., 2017). Abban az esetben, ha a két stresszor egyiittes hatasa
megegyezik az egyediiliek hatasai 6sszegével, additiv hatasrol beszéliink. Ha a két tényezo
egylittes hatdsa erdsebb, mint az egyediili hatdsok 0sszege, akkor szinergista hat4srdl, ha az
Osszeg kisebb, akkor antagonista hatasrol van sz6. Egymas kéaros hatdsat erdsitd stresszek:
meleg és szarazsag, so és meleg, fény és hideg. Egymast gyengitd hatasok lehetnek az 6zon
¢és szarazsag. Ezen interakciok feltdrasnak eredményei alapjan késziilt el az Gn stresszmatrix,
amely a lehetséges stresszfaktorok egymassal torténd kolcsonhatasat tiinteti fel (Suzuki et al.,
2014; Zandalinas et al., 2018). Talanova és munkatarsai 2006-ban megfigyelték, hogy az
egyidGben hato stresszorok erésithetik a ndvények ellenalloképességét, un. kereszt tolerancia
figyelheté meg. Ha a ndvényt hdsokk éri, utdna a faggyal szemben is ellenallobb lesz, vagy
ha nehézfém szennyezésnek van kitéve utana a magasabb sdkoncentraciot is jobban viseli.
Mas esetekben az elszenvedett stressz gyengitheti is az ellenalloképességet. Abiotikus
stresszeknek mar eleve kitett novény sebezhetdséget példaul nétt bizonyos fertézésekkel
szemben (Suzuki et al., 2014).

2.2 Az abiotikus stressz
A stresszfolyamatokat kivaltd, a novényt éré abiotikus (élettelen kornyezeti) tényezok a

kovetkezdk lehetnek:
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e Fény (intenzitas, hullamhossz, megvilagitas id6tartama)

e Viz (csokkent elérhetdsége a talajbol, ill. elarasztas)

e Szén-dioxid

e Homérséklet (hideg, meleg, fagy)

e Toxinok, nehézfémek, egyéb mérgez6 hatast szervetlen vegyiiletek
e Magas sotartalom (NaCl)

e Tulzott tapanyagbevitel vagy tdpanyaghiany (ndvény szamara elérhetd formaban)

Az abiotikus stresszek novényekben fiziologids, biokémiai és morfoldgiai valtozasokat
idézhetnek el6. A sostressz, szarazsag, hideg, magas homérséklet a fotoszintézis aktivitast
csokkentik, jelentésen limitaljak a ndvények terméshozamat (Huang et al., 2010; Kosova et
al., 2014; Zandalinas et al., 2017; Yu et al., 2018). A novényi sejt érzékeli a stresszhatasokat
szamos receptoron keresztiil, ez jelatviteli folyamatokat indukal, amelyben novényi
hormonok, masodlagos hirvivok, és transzkripciés faktorok sokasaga vesz részt. A
folyamatok osszekapcsolodasa eredményeként stressz indukalta fehérjék, enzimek 1épnek
mitkodésbe akklimaciot eredményezve. Az abiotikus stresszek hatasat reaktiv oxigén formak
képzddése és felhalmozodasa kiséri, ami a sejtek karosodasahoz és a fotoszintézis gatlasahoz
vezet, ami hozzajarul a csokkent névekedéshez és terméshozamhoz. A valaszreakcio fligg a
novény fejlddési allapotatdl is. A reproduktiv szerveket felépitdé szovetek példaul joval
érzékenyebbek a kombinalt hé és szarazsag stressszel szemben, mint a vegetativ szovetek
(Zandalinas et al., 2017). A kedvez6tlen hatasokkal szemben tolerancia alakulhat ki, amely
gyorsabb valaszreakciot és kisebb kart eredményezhet (Chen és Plant, 1999). A vizhiany az
egyik legnagyobb terméskiesést okozé stressz (Szira et al., 2008), amely esetében a novény
vizigénye nagyobb, mint a kornyezetének vizkapacitasa (Blum, 1988). A ndvényt az év

barmely szakaszaban, barmely fejlodési stadiumban érheti vizhiany (Szira et al., 2008).

A sostressz az egyik legjelentdsebb abiotikus stressz, amely jelentdsen visszaveti a szaraz és
félszaraz éghajlati régiok ndvényeinek termésképzését vilagszerte. Toxikus és ozmotikus
stresszhatasokat idéz el a gyokerekben, igy a ndvekedés gatolt lesz, a normalistol eltérd ion
egyensulynak ¢és a sejtek lecsokkent vizpotencialjanak koszonhetéen (Cabot et al., 2014; Lei
et al., 2014; Abdollahi et al., 2015).

Stresszhatasokra a novényekben lezajlodd valaszreakcid magaban foglalja a biokémiai,
¢lettani és génszabalyozasi folyamatok €s hormonalis szabdlyozas megvaltozasat. Ezt néhany

konkrét eset bemutatasaval szemléltetem:
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e Sostressz  esetében:  génexpressziés mintazat megvaltozasa, ozmotikumok
akkumulacidja, sejtek javitdé mechanizmusainak aktivalasa (Chen és Plant, 1999;
Huang et al., 2010).

e Vizhianyos allapot esetében: antioxidans enzimek mennyiségének novekedése (Wang
etal., 2010a).

e Vizhidnyos allapot és sostressz esetén: ABA hormon mennyiségének novekedése,

reaktiv oxigénfajtak felszaporodasa (Cabot et al., 2014).

A klimavaltozas miatt az idéjaras egyre viszontagsagosabb, az extrém szaraz ¢és meleg
periddusok, tovabba a szélséséges id6jarasi események drasztikus terméshozam csékkenést
idéznek el viladgszerte. Kiilondsen a szarazsanak ellenallobb gazdasagi haszonndvény fajtak
létrehozéasa lenne célszerli. Azonban a szarazsag tolerancia egy komplex fenotipust jelent,
amely mogott szamos faktor all (Deak et al., 2017), ennek okan a stressztoleranciat
meghatarozo faktorok feltarasa, vizsgalata kiemelt feladat. A probléma Gsszetettségét mutatja,
hogy a tolerancia kialakulasat a novény tulajdonsagai mellett mikorrhiza kapcsolatok is
segithetik. Cabot és munkatarsai 2014-ben megallapitottak, hogy a Piriformaspora indica
arpanal sétolerancia, a Paecilomyces formosus gomba rizsnél so, szarazsag és ho tolerancia

kialakulasat segitette elG.

Molekularis szinten a kiilsd jelek érzékelése és az erre kialakuld valaszreakcio 1étrejotte
hatterében a szalicilsav és az ABA ndvényi hormonok 6sszehangolt egylittmiikddése allhat, a
novényt éré stresszek tipusatol fliiggéen. A valaszreakciot gyakran reaktiv oxigénformak
(ROS) képzodése koveti, amik alacsony koncentracidban, masodlagos hirvivoként fontos
elemei a novényi stresszvalasz jelatviteli folyamatainak (Xia et al., 2009). Az antioxidans
rendszer és a novényi hormonok altal koordinalt egyéb valaszok egyiittesen védelmet
jelenthetnek a novények szamara a stresszek ellen (Kellés et al.,, 2008). A szarazsag
masodlagos stressz tényezoket indukal, ezek az oxidativ és az ozmotikus stressz (Yu et al.,
2018) ennek okan ezek a legtobbet kutatott abiotikus stresszfaktorok kozott szerepelnek
(Abedini et al., 2017). A szabadf6ldon termesztett ndvények napi szinten ki vannak téve az
abiotikus stresszeknek. Rosszul megvalasztott terméteriileten a hé-, hideg-, szarazsag-, viz,
s0-, fagy-, vagy fénystressz kedvezotlentil befolyasolhatjak a novény ndovekedését, fejlodését.
Az alkalmazkodas az abiotikus stresszekhez sok esetben az élettani folyamatok karosodasaval
jarhat egyiitt, amely a termés mennyiségének és mindségének romlasdhoz vezethet. Ennek
okan a termesztésben bevont fajtdk stressztolerancidjanak vizsgéalata kulcsfontossagu, igy a
kapott eredmények ismeretében optimalis termesztési koriilmények dolgozhatoak ki az adott
fajtara nézve (Orddg és Molnar, 2011).
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2.3 Az abiotikus stressz hatasa a fotoszintézis hatékonysagara
Az abiotikus stresszek a fotoszintézis mértékét kedvezétleniil befolyasoljak, amely a termés

csokkenéséhez és mindségének romlasahoz vezet. Tanszékiink professzora vad tipusu és
mutans Arabidopsis novényeknél vizsgalta a fotoszintetikus aktivitas kiilonbségét
szarazsagstressz mellett, LCi fotoszintézis mérémiiszer segitségével. Az ABA hormonra
tulérzékeny cbp20-as mutans fotoasszimilacidos képességét kivantak megfigyelni. Azt
tapasztaltak, hogy vizhidny hatdsara a mutans és kontroll csoport esetében is a fotoszintetikus
aktivitdshoz kothetd paraméterek szignifikansan alacsonyabb értéket adtak a normal
koriilményekhez képest (Papp et al. 2014). Szintén LCi fotoszintézis mér6é hasznalataval
szarazsag stressznek Kitett lucerna novényeknél vizsgaltdk a novények szén-dioxid
asszimilacids ratajat és transzspiracigjat. Megallapitottdk, hogy stressz hatdsara a mért
paraméterek értékei csokkennek, melybdl kovetkeztetni lehetett a fotoszintézis mértékének

csokkenésére (Smethurst és Shabala. 2003).

A nehézfémek altal okozott stressz szintén kozvetleniil befolyasolja a fotoszintetikus
aktivitast. Uborkandvényeken végzet kisérleteknél megfigyelték, hogy a réz és kadmium
mennyiségének novelése erélyes fotoszintetikus aktivitas csokkenést idézett eld (Burzynski
¢és Ktobus, 2004). Ellenben a ndvekedést nemcsak ez a tényez6 befolyasolhatja. A sostressz
¢s a fotoszintetikus aktivitas kozott szintén negativ kapcsolat all fenn. Ezt alatamasztjak négy
buzafajtan végzett kisérletek eredményei is. A magasabb sdékoncentracion nevelt ndvényeknél
a fotoszintetikus kapacitas erélyes csokkenését tapasztaltak. A méréseket Kklorofill
fluoreszcencia vizsgalattal végezték, ami kivalo lehetdség a fotoszintézis kapacitas

meghatarozasara (Abdeshahian et al., 2010).

2.4 Tapanyagellatottsag hatasa a novények fejlédésére
A novények elterjedése és novekedése szamos kornyezeti tényez6tdl fiigg. A hozzaférhetd

tapelemek jelenléte mellett ezek beépitése a novénybe fligg példaul az adott ¢ldhely
hémérsékletétdl és a csapadékellatottsagtol is, amik nagymértékben befolyasoljak a
tapanyagfelvételt és hasznosulast (Maryan et al., 2019). A termesztés kdzben sziikséges egyéb
koriilmények, példaul a tapanyagellatds biztositasa mellett tehat megfeleld Ontozés is
sziikséges lehet a termés mindségének és tarolhatosaganak megdrzése céljabol (Kang et al.,
2002). A tapanyagfelvétel és a felvehetd viz mennyisége befolyasolja a terméshozamot, ezért
ezek hatasanak vizsgalata kiemelt fontossdgu. A ndvény nodvekedésének leirdsara a
morfologiai paraméterek vizsgalatai hasznalhatok. Informativ paraméterek lehetnek a nvényi
hajtas szarazanyag-tomege, a hajtashossz, a gyokérhossz és a hipokotil hossz. Mérésiik
kivaloan hasznalhat6 abiotikus stresszhatasok mértékének detektalasara is (Savvas et al.,

2009, Amirossadat et al., 2012).
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2.4.1 Makro és mikroelemek
Ahogyan a legtobb novény, igy az uborka esetében is a makroelemek és mikroelemek

mennyisége, valamint elérhetOségiilk egyiitesen alakitjdk a ndvény novekedését ¢és
terméshozamat (Li és Cheng, 2015). A novény szamara felvehetd tapanyagok koziil
makroelemnek tekinthetéek a nitrogén (N), a foszfor (P), a kalium (K), a kalcium (Ca), a
megnézium (Mg), a kén (S) ezek mennyisége 1-150 g x kg?' szaraz tomegben.
Mikroelemeknek nevezziik a vas (Fe), cink (Zn), mangan (Mn), réz (Cu), bor (B), molibdén
(Mo), klor (CI) és nikkel (Ni) elemeket, melyek mennyisége 0,1 mg tol 100 mg x kg szaraz
tomegben (Ordog és Molnar, 2011).

2.4.2 Tapanyaghidny
A tapanyagigénytdl eltérd tapanyagbevitel stresszes allapotot idézhet eld, amely elégtelen

mennyiség esetén tdpanyaghidnyhoz, talzott bevitel esetén mérgezéshez vezet. A jol ellatott
novényben megtalalhatd elem koncentraciok valtozhatnak a novény fejlédési stadiumanak
titkkrében (a tadpanyaghidnyt jelzd kritikus koncentraciok az adott elemre nézve nem azonosak
andvény kiilonbozo fejlddési stadiumaiban). Ha az elégtelen tdpelem mennyiség a ndvekedés
kritikus szakaszaban stijtja a ndvényt, ez jelentds termés mennyiség csokkenést von maga utan

(Singh, 2005).

Az elégtelen tapanyagellatottsighoz szamos kiilsd tényezd is hozzajarulhat. Ezek koziil a
leglényegesebb a szarazsag vagy tilzott csapadék, tapanyagok kimosddasa a talajbol, edafikus
faktorok, megvaltozott talaj pH, a tapoldat GsszetevOok kozotti interakciok és a biotikus
faktorok. A felsorolt hatdsok olykor egyiittesen is eléfordulhatnak egymast erdsitve. A
tapkozeg kémhatésa is stresszes allapotot idézhet eld. A novények szamara a kedvezd pH 5,5
és 7,0 kozott van, a tartomany alatti értékek savas, folotti értékek lugos talajt jeleznek. A pH
befolyasolja a tapanyagok felvételét is. Lugos, karbonatos kozegben a P, Fe és Mn sok
oldhatosaga csokken, felvételiik nehezebben valosul meg. A savas kdzegben a felvehet6 Ca,
Mg, P tartalom alacsony, viszont a hozzaférhet6 Fe Mn, Al mennyisége magasabb (Singh,
2005). A tapanyagok felvétele €s elosztdsa révén a novény befolyasolni tudja egyes
stresszorok esetében a valaszt, a stresszhelyzet kimenetelét. A tapanyaghidny fennallasa a
mas, egyéb karosito hatdsokkal szembeni védekezést is visszavetheti. Buzan végzet kisérletek
eredményei alapjan elmondhatd, hogy alacsonyabb N elatottsag mellett az arzén stressz

negativ hatasa er6teljesebb volt (Maglovski et al., 2019).

A tapelemek hidanya megel6zheté megfeleld intenzitasi tapoldatozassal. Napjainkban
mitragyak, illetve tapoldatok hasznalata nélkiil nem lehet eredményes gazdalkodast folytatni

a mezogazdasagban. A tapoldatozas egy olyan eljaras a haszonnovények termesztésénél,
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amely segitségével a terméshozam javithaté a termésmindség fenntartasa mellett, valamint
megfeleld alkalmazasa révén biztosithatd a termesztés gazdasagossaga és a kornyezet
védelme. A tapanyagokat az ontdzéshez hasznalt vizzel egyiitt juttatjdk a nevelOkozegbe a
gyokérzet kozelében, ily modon folyamatosan kedvezé tapanyagellatottsagot lehet biztositani
a novény szamara. A tdpanyagbevitelt az adott fajta igényeinek megfelelden sziikséges
szabalyozni. Hasznalataval kapcsolatos problémak lehetnek a megnovekedett koltségek és a
vizben rosszul oldod6 sok bevitele (Kong et al.,, 2017). A tapoldat optimalis tapelem
legfontosabb, az adott faj/fajta tapanyagigényének kovetése. Ezt koveti az adott nevelékozeg
Osszetételének ismerete (mennyire konnyen vehetdk fel a tdpanyagok beldle a gyokerek altal),
majd nem utolsoésorban az, hogy a felvett tapanyagok hogyan jarulnak hozza a termés
fejlodéséhez. Az optimalis tapoldat kidolgozasat ¢és szakszerli alkalmazdsit szamos
szimulacios modell, a levelek N és K és klorofill tartalmanak, valamint a fotoszintézis

hatékonysaganak monitorozasa segitheti (Incrocci et al., 2017).

2.4.3 Tulzott tapanyagbevitel
A nem megfelel6 modon alkalmazott tdpoldatozas a tapanyagok tulzott bevitelét vonhatja

maga utan. Napjaink egyik, a koOrnyezetre és magara a termesztett novényre is egyarant

veszélyes jelensége a tulzott tapanyagbevitel.

Ennek okéan kiemelenddk azon kutatdsok eredményei is, amelyek a tlzott tdpanyagbevitel
hatasat vizsgaljak, mert a termesztésbe vont fajtdk maximalis terméshozama az optimalis
tapanyagmennyiséggel biztosithato (Silber et al., 2003). A talzott tapanyagbevitel mélyebb
megértéséhez sziikséges némely makroelemnek a novényi anyagceserében betdltott szerepének
attekintése.

2.4.4 Nitrogén, mint az eqyik f6 makrokomponens

A nitrogén (N) az optimalis névekedéséhez sziikséges egyik legfontosabb makroelem (Li és
Cheng, 2015; Kong et al., 2017). Nitratok, ammoniumsok (Abdollahi et al., 2015) és karbamid
formajaban, a foszfatokkal, valamint a mikroelemek kelatképzoivel (pl. EDTA) egyiittesen

kertil bele a tapoldatokba. Tragyazassal és tapoldatozassal a talaj szerves N tartalma névelhetd
(De Bever et al., 2012). A tapoldatozas részben a N kimosodasa soran kialakulé N hianyos
allapotot el6zi meg. Azonban az ehhez alkalmazott sok nagyobb mennyiségben mar sostressz
kialakulasahoz, és toxicitashoz vezethetnek, rdadasul a noévény patogénekre vald
érzékenységét is novelhetik (Kong et al., 2017). Az uborka N igénye a tapoldatban 225-250
mg x LY. A N tartalom befolyasolja a termés minéségét, szinét és méretét. A tilzott bevitele

azonban a termés keménységét csokkenti (Jasso-Chaverria, 2005).
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A tapanyaghasznositas a felépitd anyagcserefolyamatok révén valdsul meg a ndvényekben.
A jo N ellatottsag kovetkezménye a gyors ndvekedés, ami a levélfeliilettel aranyosan egyben
a megfeleléen hatékony fotoszintézis feltétele is. A levelek kiterjedését nagymértékben
befolyasolja a novény N és P ellatasa is, igy kiilonb6z6 tapanyagellatottsag kézegben nevelt
novények levélfeliiletei eltéré értékeket adnak. Ez szorosan Osszefiigg az erbteljes
fotoszintézissel és a jo terméshozammal (Futo, 2003). A N bevitel befolyasolja a
fotoszintetikus pigmentként hasznosuld klorofillok mennyiségét, valamint kiemelt szerepe
van az eletrontraszportban és a fotofoszforillacioban is (de Bever et al., 2012), asszimilacidjat
a gibberelin (GA) hormon segiti (Moumita et al., 2019). A felvételt kovetden nitrat (NO3)
formaban torténo felhalmozodas a fotoszintézis csokkenéséhez, iontoxicitashoz, ozmotikus
stresszhez és reaktiv oxigén formak (ROS) felszaporodasdhoz vezet. A tulzott nitratbevitel
leginkabb az {iveghazban nevelt uborfajtakat érinti, mert a gyakran feleslegben adott nitrat
felvétele konnyen stressz allapotot alakit ki, ebbdl kifolyolag a ndvekedésiik és fejlodésiik
gatolt lehet (Zhang et al., 2008).

A N hianya novekedésgatlast idéz el6, mert szamos kulcs metabolit, példaul a fotoszintetikus
pigmentek és a nukleotidok is N tartalmutak, ezek mennyiségének csokkenése az asszimilacid
mértékének visszavetését vonja maga utan. Azonban a N hidny karos hatasat az abszcizinsav
(ABA) tompithatja. Oka és munkatarsai 2012-ben a N hiany és az ABA kapcsolatat vizsgaltak
uborkdban. Megallapitottdk, hogy az ABA segiti a klorofillok szintézisét €s gatolja
degradaciojukat, amikor N hiany 1ép fel.

Uborka esetében megfigyelték, hogy a N beviteli formaja befolyasolhatja mas tapanyagok
felvételét és felhalmozodasat, valamint szamos élettani folyamatra hatassal van. Karbamid és
ammoénium formajaban nekrozist okozhat, melyet a Ca és Mg, K ionok felhalozodasanak
csokkenése kisér. A nitrat formaban torténd bevitel a novényi szovetek foszfor (P)
egylitt (Alan, 1989). A tilzott N bevitel a novény novekedését nagymértékben befolyasolja.
Uborka novények novekedés paramétereit vizsgaltak kiilonbozd nitrat tartalmu tapoldatozast
kovetden. A méréseknél kapott eredmények alapjan megallapitottak, hogy a talzott nitrat
bevitel negativan befolyasolta a fotoszintézis aktivitast, az asszimilacidé meértéke igy csokkent
(Yang et al. 2009). A N asszimilacio hatassal van az antioxidans enzimek aktivitasara is. A
nitrat tartalom és a peroxidaz enzimek aktivitdsa kozott pozitiv kapcsolat lelhetd fel

(Maglovski et al., 2019).
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2.4.5 Foszfor
A foszfor (P) eszencialis a ndvény szamara, az anyagcsere szamos elsddleges résztvevdje

tartalmazza, példaul foszfolipidek, nukleinsavak felépitésében vesz részt. A sejtek
energiaraktarozasaban fontos szereppel bir (ATP). A P hiany tiinetei fokozatosan jelennek
meg a novényeken, amely soran a viragzas €s a termések érése szenved kart termés csokkenést
eredményezve. Tulzott bevitele a kdrnyezetet is kérositja, az elfoly6 talajviz foszfor tartalma
néhany mikroelem (Zn, Cu, Fe, Mn) relativ hianya 1éphet fel (Carstensen et al., 2018). Szoveti

koncentracidja szintén csokken nitrat stressz esetében (Zhang et al., 2008).

2.4.6 Kalium
A kalium (K) az ozmotikus szabdlyozas egyik kulcseleme. Nitrat stressz esetében kalium

akkumulaci6 figyelhetd meg, amely a K ionok jelentds szerepére utal az 0ozmotikus stresszre

adott valasz esetében (Zhang et al., 2017).

2.4.7 Kélcium
A kalcium (Ca) a jelatviteli folyamatok nélkiilozhetetlen résztvevéje. Az intermolekularis

kapcsolatok kialakitasaban, valamint a sejtfal és a membranok stabilizalasaban is van szerepe.
Tovabba noveli a ndvények nehézfémekkel szembeni tolerancidjat, szerepet jatszik a
szénhidrat anyagcsere szabalyozasaban. Sziikséges a gyokerek egészséges novekedésehez, a
talajbol torténd hozzaférhet6ségét a K és a Mg ionok mennyisége is befolyasolja. A kalcium
hiany ritka a természetben, inkabb a korlatozott elérhetdsége a talajbol és az ion egyeldtlen
eloszlasa okozhat hianytiineteket a novényekben. Kalcium tobblet a meszes talajokon
fordulhat eld, amely a ndvényi novekedést és a magok csirdzasat visszaveti. Tovabba
stresszhelyzetet okozhat, ha a tapoldatban talzott mennyiségben bevitt Ca(NO3)2 miatt szoveti
koncentracidja megnd. Nitrat stressz kialakulasanal ugyanakkor a kalcium segitheti a

membranok épségének fenntartasat (White és Broadley, 2003; Zhang et al., 2008).

2.4.8 Magnézium
A magnézium (Mg) a klorofillok kozponti alkotéeleme, a szén fixacid és szamos egyeb

novekedési és fejlédési folyamat fontos résztvevdje. Enzimek kofaktora, jelatviteli
folyamatok komponense, tovabba a sejtplazma kationegyensulyanak fenntartdsaban van
szerepe. Hianya esetében tobbek kozot csokken a fotoszintézis, a leveleken sargés foltok
jelennek meg, amely a klorofillok szintézisének zavarat jelzi. Guo és munkatarsai 2015-ben
ludfiivel végzett kisérleteiben megallapitottak, hogy a magnéziumhiany a fiatal ndvények
levelek felol a gyokérekhez, igy visszavetve a ndvekedést. Magnézium felesleg esetében az

ABA hormon mennyiségének novekedése volt tapasztalhato, ennek kovetkeztében az ABA
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fliggd jelativetli itvonalak aktivalodnak (DELLA fehérjéken keresztiil a novények ndovekedés
szintén csokkent), illetve a fotoszintézis gatlasan keresztiil a ROS vegyiiletek akkumulacioja
volt megfigyelhetd.

2.4.8 Mikroelemek
A mikroelemek (Fe, Zn, Mn, Cu, Mo, B, Cl, Ni) a makroelemeknél alacsonyabb

koncentracidoban vannak jelen a novényben, a tapoldatokban is kisebb mennyiségben
sziikségesek. Hidnyuk szintén a termés mindségének ¢s mennyiségének csokkenéséhez
vezethet. A gazdasagi haszonnovények esetében (buza, kukorica, szoja) miitragyaban, vagy
tapoldatban torténd beviteliik biztosithatja a megfelelé terméshozamot (Malakouti, 2008). A
mikroelemek relative kis mennyiségben sziikségesek, a ndvény szaraztomegének maximum
0,1 %-at teszik ki, azonban ennél nagyobb koncentracioban mar toxikusak lehetnek a
novények szdrméra. Talajbol torténd felvehetdségiik csak bizonyos formakban lehetséges, ezt
nagymértékben befolyasolja a talaj texturaja és a pH viszonyok. Szerepiik valtozatos, tobbek
kozott enzimek kofaktorai lehetnek, valamint résztvesznek az anyagcsere folyamatok redoxi
reakcioiban (Nieder et al., 2018).

A szilicium (Si) nem esszencialis a ndvény szadmara, igy nem tekinthetd mikroelemnek,
azonban normal koriilmények kozott bizonyos fajokban stimulalhatja a novekedést és a
terméshozamot. A tapoldathoz alacsony koncentracioban natrium szilikatot adva, a sostressz
elleni tolerancia fokozhato6, a szilikat csokkenti a Na ionok felvételét €s toxicitasat (Ahmad et

al., 1992).

2.5 Az oxidativ stressz

2.5.1 Altalanos jellemzék
Az oxigén, mint a légzési lanc végsd elektronakceptora, nélkiilozhetetlen az aerob

szervezetekben. Azonban a molekula négy elektronos redukcidja soran koztes termékként
részlegesen redukalt koztes termékek johetnek létre. Az oxigén aktivalasa fizikai és kémia
uton is torténhet reaktiv oxigénformakat eredményezve. A fent emlitettek alapjan reaktiv
oxigénformaknak (ROS), a részlegesen redukalt allapotban 1év6 oxigén tartalmu vegyiileteket
¢és az aktivalt formaji molekularis oxigént tekintjiik, melyek elkeriilhetetlen melléktermékei
az aerob anyagcserének és a fotoszintézisnek is. Ezek olyan aktiv produktumok, melyek igen
reakcioképesek és erdsen oxidativ hatastiak. Egy résziik parositatlan elektronokkal rendelkezd
szabadgyok, masik résziik aktiv oxidalo hatast szabadgyokot képzd molekula (Hegedis és
Stefanovicsné, 2012). Mennyiségiik megnovekedése a fehérjék, DNS, lipidek drasztikus

oxidativ karosodasat okozhatja, mely sejthalalhoz is vezethet (Moumita et al., 2019).
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2.5.2 Reaktiv oxigénformak

Szinglet oxigén: (*O2) A fizikai valtozast szenvedd triplet allapoti oxigénmolekula
elektronjainak szama nem valtozik, csupan a kettds kotésben 1évé m elektronok
spinallapota lesz antiparalell kiils¢ gerjesztés altal. igy szinglet oxigén képzédik,
amelynek kvantumechanikai stabilitisa modosul. Konnyen reakcioba 1ép a
kornyezetében 1évé biomolekulakkal, telitetlen zsirsavakbol peroxidokat képez,
aminosavak oxidaciojat idézi el6 (Hegediis és Stefanovicsné, 2012). A
kloroplasztiszban képz6do szinglet oxigén elsGsorban a fotoszintetikus apparatust
karositja, de akar a sejtmagban talalhatdo gének expresszidjat is befolyasolhatja.
Mindez klordzishoz, programozott secjthalalhoz, tovabba  stresszvalaszok
aktivalasahoz is vezethet (Choudhury et al., 2017).

Szuperoxid anion: (O2*) A molekularis oxigén kémiai aktivalasa soran, egy kiilsé
elektron felvételével keletkezik. A  szuperoxid anion a membranokban
lipidperoxidaciot, enzimek gatlasat, poliszacharidok bomlasat idézheti el (Hegediis
¢és Stefanovicsné, 2012). A mitokondriumokban a Komplex 1. és a Komplex III fel6li
elektronok szivargasa kovetkeztében is képzddhet, ahol a mangan kofaktorral miikodo
szuperoxid dizmutaz (SOD) enzimek alakitjak at hidrogén peroxidda (H202)
(Choudhury et al., 2017).

Hidrogén peroxid (H202): A szuperoxid anion két elektronos redukcidja soran
keletkezik. Karositd hatasaval flavonoidok oxidalasat, mutagenezist, a CO2
fixalasaban résztvevd enzimek gatlasat okozza (Hegedis és Stefanovicsné, 2012). Ez
az egykor kizarolag toxikusnak vélt reaktiv molekula fontos szereppel bir a normal
novényi anyagcsere folyamatokban és a stresszvalaszban egyarant. Szamos
antioxidans enzim aktivalasat idézi elé (Sun et al., 2018). A Fe?*ionokkal is reakcioba
1ép a Fenton reakcid soran, amely sordn még reaktivabb hidroxilgyok képzddik, utobbi
idézi el6 a legerGsebb oxidativ karosodast a sejtekben. H202 képzddhet az abiotikus
stresszhatdsokra megndvekvd fotorespirdcios folyamatokban is, bomlasat a katalaz
enzim (CAT) segiti. Szarazsagstressz hatasara a gyokerekben oxalat kozvetitett H2O2
képzddés megy végbe. A hidrogén peroxid a fehérjék cisztein oldallancok oxidalasan
(szulfonalasan) keresztil néhany transzkripicios faktor és bizonyos enzimek
aktivitasat is befolyasolhatja, utobbiak regeneracidjaban glutationok és
preoxiredoxinok vesznek részt (Choudhury et al., 2017).

Hidroxilgyok (OH®): A szuperoxid gyok és a hidrogén peroxid reakcioja folyaman
(Haber Weiss — reakcio) és a Fenton reakcié soran képzodik, a legreaktivabb

szabadgyok. Karositdo hatisai szertedgazoak, tobbek kozott a lipidperoxidacio,
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fehérjedegradacio, DNS torés, mitokondrium destrukcié folyamatokat idézi eld, végiil
sejthalalt okozhat (Hegediis és Stefanovicsné, 2012).

Nitrogén monoxid (NO): A névény ndvekedésében és fejlddésében (csirazas, virdgzas,
oregedési folyamatok) van szerepe. Masodlagos hirvivoként a betegségekkel
szembeni védelem és az abiotikus sztresszek elleni valaszreakcid kialakulasat segiti
eld. Bioszintézisének meghatdrozd 1€pését a nitrat reduktaz enzim (NR) katalizalja
NADPH redukalt koenzim felhasznalasaval, ennek ellenére jelentésebb forrasanak a
NO szintaz enzim (NOS) katalizalt arginin bontast tekintjiik. Szamos névényi hormon
(ABA, auxin, brasszinoidok) és jelatvivé molekula NO szint névekedést idéz el6, és
egyben noveli az antioxidans enzimek aktivitasat (Cui et al., 2011). Részt vesz a
tapelem hiany és toxicitas altal kivaltott folyamatokban, tovabba a H2O2-al egyiitt a

hiperszenzitiv reakci6 kivaltasaban is szerepet jatszik (Sun et al., 2018).

2.5.3 A ROS képzbddése

A ndvényeket ér6 biotikus és abiotikus stresszfaktorok altaldban kozvetve vagy kozvetlentil

oxidativ karosodassal jarnak egyiitt, amely soran a reaktiv oxigénformak mennyisége a

sejtekben jelentésen megnovekedhet (Janda, 2007). Az 1. abra roviden 6sszefoglalja a ROS

generalo hatasokat, és annak kovetkezményeit.

Magas

Ozon

Szarazsag

Hipoxia
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jelatviteli folyamatd

Erés UV sugarzas

N

1. 4abra. A reaktiv oxigénformak képzddését eldsegitd abiotikus stresszhatdsok

(Choudhury et al., 2017 alapjan).

A novényi szervezetekben reaktiv oxigénformak (ROS) legfébb forrasa a kloroplasztisz, a

peroxiszoma és a mitokondrium. A kloroplasztiszokban a Mehler reakcid, az antennak

tulgerjesztése miatt képzO0dd, valamint a gatolt CO2 fixacid sordn képzdédd reaktiv
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oxigénformak a jellemzdek. A mitokondriumokban az elektron transzportlanc talgerjesztése,
a peroxiszomaban a lipidanyagcsere soran torténhet erételjes ROS képzddés (Hu et al., 2008).
A reaktiv oxigénformak képzddése két fobb modon torténhet meg. Az egyik az un.
metabolikus ROS, amely az anyagcsere folyamatok zavaranak egyik terméke. A masik, a
szignalként funkcionalé ROS a stresszekre adott valaszreakciot alkotd jelatviteli utvonalak
egyik f6 komponense (2. abra) (Choudhury et al., 2017; Jiang et al., 2019)). Az alacsony
az abszcizinsav egyik fo kozvetitd molekulaja példaul a sztomazarodas mechanizmusaban.
Tovabba mas jelatviteli uvonalak résztvevdje, tobbek kdzott részt vesz az 6zon altal kivaltott

sejthalal szabalyozasaban (Janda et al., 2007).
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2. abra. A reaktiv oxigénformak (ROS) szerepe az abiotikus stressz altal kivaltott
akklimacios folyamatokban. Képzddésiik két lehetséges modja: metabolikus ROS
(anyagcserefolyamatok révén képzddo) és szignalként funkciondldo ROS és kapcsolatuk

egymassal a stresszvalaszban (Choudhury et al., 2017 alapjan).

2.5.4 A reaktiv oxigénformak hatésai
A ROS a fehérjék reverzibilis, vagy irreverzibilis modositasat idézhetik el, melyek jelentds

valtozasokat okozhatnak a metabolikus folyamatok szabalyozasaban, illetve menetében. A
fontosabb ROS éltal generalt modositdsok a kovetkezOk: szulfonalds, karbonildlés,
glutationizacio, S- nitrozilacio. Egy ROS fliggd szignal transzdukcios Ut elsd 1épése lehet a
cisztein aminosavat tartalmaz6 fehérjék oxidacioja (Cys SH csoportjan). A triptofan oxidacio
is ROS indukalt folyamat, a fotoszintézis szabalyozasaban van kiemelt szerepe, amikor a

masodik fotokémiai rendszerben (PSIl) fénystressz hatasara a D1 fehérje degradacios
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folyamatai indulnak be. A karbonilacio az Arg, His, Lys, Pro és Thr aminosavakat érint
oxidacio, amely irreverzibilis. Ezt a folyamatot a lipidperoxidacioban keletkezd termékek is
eléidézhetik. A nitrozilacié a Cys oldallancot érinti, NO kapcsolddik a tiol csoporthoz, ez a
folyamat azokat az enzimeket érinti leginkabb, amelyek a fénylégzésben, illetve az
antioxidans valaszban vesznek részt, példaul sostressz hatasa alatt. Utobbi folyamatnak
szerepe van a sejtek homeosztazisanak fenntartasaban stresszkoriilmények ko6zott (Choudhury
etal., 2017).

2.5.4 Antioxidans védelmi rendszer
Az evoluci6 soran a magasabbrendii névényekben komplex védelmi rendszer alakult ki a ROS

karos hatasaival szemben. A tlzott mértékben feldisulé reaktiv vegyiiletek karos hatasai a
membranstruktara  roncsolodasaban  (lipidperoxidacio),  fehérjék  és  enzimek
mitkodésképtelenné valasaban és DNS, RNS karosodasban mutatkoznak meg, akar a sejtek
pusztulasat is okozhatjak. Az antioxidans rendszer képes megeldzni a reaktiv oxigénformak
talzott felszaporodasat, ezaltal fenntartani a sejtek redox homeosztazisat (Kellés et al., 2008).
A ndvényi sejtekben 1évé kloroplasztiszokban az egyik lehetséges mod a ROS képzddés
megelOzésére az energia disszipacio, amit a fotorespiracio, a ciklikus elektrontranszport és a
xantofill ciklus biztosithatnak. Tovabbi lehetéségként a kloroplasztban és a
mitokondriumokban képz6dé ROS vegyiiletek feldGsulasat tobbek kozott az alternativ
oxidazok (AOX) akadalyozhatjak meg (Hu et al., 2008).

A karok megelézéséért és helyreallitasaért felelds antioxidans rendszerek részei az
antioxidans természetii enzimek és vegytiletek, amelyek a ROS vegyiiletek redukalasat, és igy

artalmatlanitasat végzik. Fobb antioxidans hatasu enzimek:

e Szuperoxid dizmutaz (SOD) (EC 1.15.1.1): A szuperoxid anion hidrogénperoxidda és
202 +2H"— 02+ H0;
Az Osszes aerob élolényben megtalalhatd ilyen enzim. Kiilonb6z6 kofaktora
izoenzimeket kiilonithetlink el attol fiiggden, mely komparmentben helyezkednek el.
A Mn kofaktora SOD mitokondriumban, a Cu/Zn és Fe SOD a kloroplasztiszban
lokalizalt (Janda, 2007; Hu et al., 2008; Jiang et al., 2019). Az enzim a
kloroplasztiszban lejatszodo viz-viz ciklusban vesz részt, ahol a PSI-r6l érkezo
elektronok a vizbontas melléktermékeként képzddd molekularis oxigénre keriilnek,
amelybdl szuperoxid anion lesz, ezt a SOD atalakitja hidrogén peroxidd4, utobbit az

APX vizzé bontja tovabb.
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Aszkorbinsav peroxidaz (APX) (EC 1.11.1.11.): Vas kofaktorral miikodé hem
tartalmt izoenzimek csoportja, a kloroplasztiszban a sztromaban ¢és a tilakoid
membranokban is jelen vannak, tovabba mitokondriumban, peroxiszomaban vagy
glioxiszomaban is lokalizaltak. A  hidrogénperoxid bomlasat aktivaljak,
elektrondonorként aszkorbinsavat hasznalva. A kloroplasztiszban az aszkorbat-
glutation ciklusban vesznek részt, itt a hidrogénperoxidot aszkorbinsavat hasznalva
bontjak, a képz6édé monodehidro-aszkorbatot a NADPH fiiggé MDHAR
aszkorbinsavva redukalja vissza redukalt glutation segitségével, melyet majd a GR
enzim regeneral vissza NADPH-t hasznalva.

Uborkaban is a hem tartalmt enzim kiilonb6z6 izoformai megtalalhatéak, citoszolban
(cAPX), mitokondriumban (mitAPX), kloroplasztisz sztrma (SAPX), kloroplasztisz
tilakoid membran (tAPX), peroxiszoma és glioxiszoma (mAPX). A sejten beliili
lokalizaciot jelold célszekvencidk és a transzmembran domének az izoenzim N és C
Csa _2G381780 azonositoval ellatott putativ gént talaltam
(uniprot.org/uniprot/AOAOAOLQ87).

Katalaz (CAT) (EC 1.11.1.6): Minden ¢l6lényben megtalalhaté enzimcsalad.
Hidrogén peroxid bomlasat katalizalja az alabbi egyenlet szerint:

2 H,02 —» 2 HO + O3

A reakcidhoz nem sziikséges kiils6 elektrondonor. Az enzim négy alegységbdl all,
hem tartalma, novényekben egy fajon beliill leggyakrabban harom-négy gén kodol
katalazt. A katalazok expresszidja szovetspecifikus €s az egyedfejlodés soran valtozik.
Uborkaban Hu ¢és munkatarsai 2016-ban négy kataldz enzim gént izolaltak
(CsCAT1CsCAT4), a gének a novény Osszes szovetében termelddnek abiotikus és
biotikus stresszhatasokra (Hu et al., 2016).

Glutation reduktaz (GR) (EC 1.6.4.2.): Heterotetramer enzim, mely az alabbi reakcid
GSSG + NADPH + H" — 2 GSH + NADP*

Részt vesz az aszkorbat-glutation ciklusban, valamint a citoszolban és a
peroxiszomakban lezajlodo glutation-peroxidaz ciklusban is. A glutation-reduktaz
enzim a mas redox reakciokban elektrondonorként szolgalo redukalt glutation (GSH)
regeneraciojat végzi. Eléfordul a mitokondriumokban, kloroplasztiszokban,
citoszolban, peroxiszomakban. Stresszhatasra az enzim aktivitdsa altaldban megnd,

melynek szerepe lehet a stressztolerancia kialakulasaban (Janda, 2007).
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e Glutation-peroxidaz (GPX) (EC:1.11.1.9): A novények H20. szintjének
szabalyozasabn résztvevé nem hem tartalmt enzimcsalad, amely a stresszek soran
felhalmozoddé H2O> bontja el gluthationt felhasznalva elektrondonorként.
Lokalizacidjuk alapjan 6t nagyobb csoportra oszthatéak. Uborkaban hat GPX gént
izolaltak (CsGPX1-CsGPX®6), amelyek a 4, 5, 6, 7 kromoszoman helyezkednek el, a
novény Osszes szovetében expresszalodnak kiilondsen virdgzaskor é€s sztresszek

esetében (Zhou et al., 2018a).

Tovabbi antioxidans enzimek a peroxiredoxinok, alternativ oxidazok és a glutation

transzferazok.

A nem enzimatikus védelem fébb antioxidans vegyiiletei a redukalt glutation (GSH),
aszkorbinsav (AS), karotinoidok, tokoferol, fenolos vegyiiletek és egyes alkaloidok (Kang et
al., 2002; Moumita et al., 2019).

A detoxifikalasban résztvevd antioxidans hatast enzimek és vegyiiletek a sejtben beliil az
Osszes kompartmentben megtaldlhatéak, mennyiségiik és mitkddésiik szigoru kontroll alatt
all. Minden egyes sejttipusnak egyedi ROS profilja van, amely fiigg az adott szovet fejlodési
stadiumatol, a fennallo stressz milyenségétdl és mértékétél (Choudhury et al., 2017).
Abiotikus stresszhatasokra a ROS negativ hozadéka a ndvényi ndvekedés, fejlodés és
terméshozam csokkenésében mutatkozik meg, pozitiv kovetkezménye az akklimacio
kialakulasa (1. abra) (Taiz et al., 2015). A hideg, szarazsag, magas hdmérséklet, erételjes UV
fény kovetkeztében felszaporodott ROS vegyiileteket tobbek kozott a GR, APX, CAT
antioxidans enzimekbdl allé védelmi rendszer hatastalanitja (Kang et al., 2002; Kellés et al.,
2008; Huang et al 2010).

2.5.5 Oxidativ stressz kialakulésa
A novények helyhez kotott életmodjuknak koszonhetden folyamatosan ki vannak téve szdmos

kiils6 kedvezdtlen faktornak. A stresszorok hatdsa révén a reaktiv oxigénformak mennyisége
akar drasztikus mértékben is megnovekedhet, amit az antioxidans védelmi rendszer mar nem
képes kordaban tartani. Ennek sulyos kovetkezménye az oxidativ stressz, amely a
prooxidansok és antioxidansok eltolodott aranyabodl fakad (prooxidansok javara). Oxidativ
stressz soran a sejtek biomolekulainak karosodasa torténik meg, ez akar a sejtek pusztulasahoz
is vezethet (Hu et al., 2008; Jiang et al., 2019). Az oxidativ stressz fobb indikatorait képzik a
malondialdehid (MDA), a hidrogén-peroxid (H202) és a metil-glioxal (MG) vegyliletek

(Moumita et al., 2019). Az oxidativ stressz mértékének csokkentésében az antioxidans
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enzimek kulcsszerepet jatszanak. Wang és munkatarsai 2010-ben szarazsag- és sostressznek
kitett uborkak vizsgalata soran megallapitottak, hogy a tolerancia egyik jelzdje az antioxidans
enzimek mennyiségének megnovekedése. Tovabba azt is megfigyelték, hogy a tolerans
koszonhetden alacsonyabb mértékli volt a malondialdehid (MDA) tartalom is, igy a lipidek

karosodasa nem volt szamottevo.

2.6. Lipidperoxidacio
2.6.1 Lipidperoxidéciés mechanizmus
A Dbiologiai membranok kulcsfontossagliak a sejtekben. Szerepiik az iranyitott

transzportfolyamatok lebonyolitasatol az anyagcsere folyamatokban torténd részvételig
terjed, emiatt integritasuk megérzése rendkiviil fontos a sejt szamara. Felépitésiikben telitett
és telitetlen zsirsavak, dsszetett lipidek, hem ¢és flavin tartalmu vegyliletek, nem utolsésorban
fehérjék vesznek részt, valamint szamos iont, koztilk nyomelemeket is tartalmaznak. Utobbi
miatt a szabadgyokos reakciora joval érzékenyebbek, mint a sejtplazma. Oxidativ stressz
soran legkdnnyebben a membranban talalhato telitetlen zsirsavak szenvednek kéarosodast,
szabadgyok allapotba keriilnek hidroperoxidok képzddése mellett. A folyamat soran keletkez6
instabil, aktiv vegyiiletek a membran muikodéséhez sziikséges fobb biomolekulatipusokat
roncsoljak, ami a membran kilyukadasat okozza (Hegediis és Stefanovicsné, 2012). A
indithatjdk be. A lipidperoxidéacios folyamatok lancreakcidé szerlien terjednek végig a
membranon, megallitasukat antioxidans vegyiiletek végzik. Az igy elindult lipidperoxidacio
néhany jelatviteli Gtvonalon keresztiil a génexpressziora is nagymértékben hatdssal van. A
nem enzimatikus lipidpreoxidaciés folyamatok egyik f6 markere a folyamatok termékeként
képz6d6 malondialdehid (MDA) vegyiilet (Sattler et al., 2006).

2.6.2 A lipidperoxidacié mértékét mérd biofotonemisszids eljaras révid dssszefoglaldja
A sejtekben lezajlodd oxidativ biokémiai folyamatokat spontan ultra gyenge foton Un

,biofoton” kibocsajtas jellemzi (Chen et al., 2003; Gallep, 2014; Zhao et al., 2017). Maga a

fotonkibocsajtas ,,gyengének” mindsiil, mert rendkiviil kevés foton keletkezik, ez 100-103 db

részecsként jelent masodpercenként és négyzetcentiméterenként. Kellden érzékeny miiszerrel
(photomultiplier) azonban a kibocsajtott fotonok valos idében érzékelheték és mérhetdk,

ennek alapjan informaciot nyerhetiink a sejt/szovet oxidativ allapotarol.

A lumnieszcenciaval jaro folyamatok feltarasa a 20. szézad elsé felére tehet6. Az 1920-as
években feltételezték, hogy a novények fejlédésének folyamatait fénykibocséjtas kisérheti.

Hagymakon végzett kisérleteik eredményei alapjan mitogenetikus sugarzasnak nevezték el a
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jelenséget. Konkrétan a biofotonok 1étét elsként Colli és munkatarsai mutattak ki az 1954-
ben lencse és buza novények vizsgalatanal. Multiplier csé berendezést hasznalva, 400 és 600
nm hullamhosszassagu fotonok kibocsajatasat detektaltak. Maga a nem-invanziv eljaras az
UPE nevet kapta (Ultraweak Photon Emission). A 70 es ’80 as évek derekan egyre
érzékenyebb kamerarendszereket dolgoztak ki, ezzel akar teljes spektrum elemzéseket lehetett
elvégezni. A miszerek precizebb kidolgzasa mellett azt is megfigyelték, hogy a metabolikus
folyamatok koziil a lipidperoxidacié sordn a biofoton kibocsajtas igen aktiv, igy a ndvényi
stresszvalasz €és az oxidativ karosodas ezzel a modszerrel jol nyomon kovethetévé valt.
Napjainkban a jelenlegi igen érzékeny képfeldolgozo technikak segitségével pontosabb képet
kaphatunk a vizsgalt novényi rész metabolikus aktivitasarol, ebbdl kifolydlag oxidativ
allapotarol. Maga a technologia a toxikologiaban, agrarkutatasokban, orvostudomanyban is
igen népszeri (Gallep et al., 2014). A spontan kibocsajtott biofotonok (SPE) hullamhossza az
ultraibolya és a tavoli vords tartomanyok kozé tehetd, képzodésiik leginkabb az oxidativ
metabolikus folyamatok soran zajlik. A magas hémérséklet, fert6zések, egyéb stresszfaktorok

hatésa ¢s a biofotonok mennyisége kozott szoros dsszefiiggés lelheto fel.
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3. abra. A biofoton emisszi6 detektaldsahoz hasznalatos miiszer sematikus felépitése

(Zhao, 2017 alapjan).

i ||qu ilrl' I|I.'I L N

A ROS képzddése soran is jelentés mennyiségii biofoton képzddik a mitokondriumban,
kloroplasztiszokban, peroxiszomakban és az enzimatikus folyamatok révén (Zhao et al.,
2017). A szinglet oxigén képz6dést, majd azt kovetden a lipidperoxidacios folyamatokat is
intenziv biofoton kibocsajtas jellemzi (Chen et al., 2003). Ohya és munkatarsai 2000-ben
sostressznek kitett voros bab novények biofoton kibocsajtas mértékét nézték kiillonbozo
fejlédési stddiumban, és megallapitottak, hogy a kibocsdjtds mértéke nemcsak a stressz
mértékétdl, hanem az adott fejlodési stadiumtol is fligg (az adott stddiumban mennyire
érzékeny a ndvény az adott stresszre). A lipidperoxidacié mellékterméke egy aktiv

karbonilvegyiilet, a malondialdehid (MDA). A vegyiilet képz6dését a szinglet oxigénhez
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hasonldéan szintén autolumnieszcencias valtozasok kisérik, amelyet az errre kifejlesztett
specialis és érzékeny kamerarendszer a CCD (charge-coupled device) érzékeli. A rendszer
képes a termikus zajok kisziirésére (hiitésre egy termoelektromos modul hasznalhat6), igy a
spontan kibocsajtott fotonok mennyiségérdl joval pontosabb értéket kaphatunk, mint a
korabban alkalmazott multiplier csovek esetében (3. abra). A névénytudomanyban elséként a
csirdz6 magvak vizsgalatira hasznaltdk, kés6bb mar leveleken és egyéb szoveteken is
alkalmaztak ilyen kamerakat. Az igy készitett felvételekrél mennyiségi és mindségi analizis
egyarant kivitelezhetd. Segitségiikkel barmely stressz altal kivaltott oxidativ karosodas még

joval a lathato tiinetek megjelenése el6tt kimutathatova valik (Hawaux, 2006).

2.7 Ozmotikus stressz
A szarazfoldi novényeket szamos kedvezotlen kiilsd kornyezeti hatas érheti, amely soran a

novekedés és a reprodukcid jelentésen gatolt. A stresszhatasok koziil kiemelendé az
ozmotikus stressz, amit sostressz és vizhianyos allapot is egyarant eldidézhet (Abu Romman
et al., 2012). Az ozmotikus stressz a sejtek vizhaztartasanak felborulasa. Az ozmotikus
egyensuly fenntartasa rendkiviil fontos komponense a szarazsagtolerancianak (Gonzales et al.,
2008). Az egyensuly fenntartasanak egyik modja az ozmotikus alkalmazkodas (osmotic
adjustment, OA). Ennek kialakulasat a novényi sejt citoplazmajaban 1évé ozmolitok (betain,
prolin, cukrok stb) felhalmozodasa teszi lehetévé. E tekintetben jelentds kiilonbség lehet fajok
¢és fajtak kozott (Bajji et al.,, 2001). Gonzales és munkatarsai 2008-ban 12 db arpa fajtan
(Hordeum vulgare L.) végzett kisérleteiben megallapitotta, hogy szarazsag esetén az OA
hatisdra csokken a sejtek vizpotencialja. Igy maga az alkalmazkodds a vizhaztartas

egyensulyanak javitdsan keresztiil pozitivan befolyasolja a terméshozamot.

Az ozmotikus stresszre torténd novényi valasz komplex folyamat, torténhet morfologiai,
anatomia €s sejt szinten egyarant. Stressz hatdsdra szamos gén expresszidja megnd, vagy
gatlodik (LEA [kés6i embriogenezis late embryogenezis abundant] fehérjéket kodold gének,
ozmolitok bioszintézisében szereplé enzimek génjei, transzporterek génjei stb), ezeket
Osszefoglald néven ozmotikus stressz altal szabalyozott (osmotic stress regulated OR)
géneknek nevezik. Az ozmotikus stresszel szembeni tolerancia az OR gének segitségével
alakul ki (zZhu et al., 1997). A novényi hormonok, tobbek kozott az abszcizinsav (ABA)
kulcsszerepet jatszik a stresszekkel szembeni valasz kialakulasaban. ABA tobbek kozott a
novényi sejtek dehidracios allapota esetén termelddik, hatasara jelatviteli utvonalak
aktivalodnak, melyeket 6sszefoglaldo néven ABA fiiggd Gitvonalaknak hivjuk (ABA dependent
pathways). Az ozmotikus stressz fellépése tehat ABA indukciot okoz, ennek hatasara a

tolerancia kialakulasat segit6 gének kifejez6dése is serkentddik (Fujita et al., 2011).
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2.8 Novekedési paraméterek és a stressztolerancia kapcsolata
A fotoszintézis soran képz6dd asszimilatumok gyarapodéasaval valik lehetdvé a ndvekedés,

maga a folyamat ozmotikus stressz, vizhiany vagy talajszarazsag esetén karosodhat. Az
asszimilacio csokkenésével aranyosan visszaesik a novény novekedése, mely terméskieséshez
vezethet. A stresszeknek ellenallobb fajtak képesek védeni a fotoszintetikus apparatusukat a
karos hatasokkal szemben, ezaltal nagyobb biomassza produkciora képesek, fenntartva ezzel
a normal novekedést (Nowicka et al., 2018). Az optimalis tapanyagellatottsag fontos a
fotoszintézis hatékonysagahoz. A nitrogén tartalom a ndvekedéshez, fejlodéshez sziikséges, a
fotoszintézisben résztvevo klorofill molekulakba is beépiil. Tovabba a magnézium, mint a
komplexben elhelyezkedd kozponti atom, is sziikséges a klorofillok szintéziséhez. A kalcium
ionok pozitivan befolydsoljak a magnézium ionok felvételét. Ennek tiikrében elmondhato,
hogy a fotoszintézis aktivitdsanak fenntartasa megfelelé tapanyagellatottsag mellett
valdsulhat meg (Li és Cheng, 2015).

A ndvények ndvekedésében torténd mennyiségi valtozasok konnyen mérhetdek, ndvények
esetében levélfelillet ndvekedés, tomegvaltozas, szarmegnyulas, hajtasmegnyulas, hipokotil
megnyulés alapjan jol nyomon kovethetd. Maga a novekedési folyamat hormonalis és kiilsd
tényezOk altal befolyasolt. A novekedés alapjaul szolgald fotoszintézis aktivitast is lehet
jellemezni. Az élettani paraméterek segitségével az abiotikus stresszek hatésaira, valamint a
termesztésben vont fajtak eltérd stressztolerancidjara is kovetkeztethetiink. A stresszekkel
szembeni tolerancia kulcsfontossagu a termésprodukciot illetdleg, ez tobb paraméterben is
megmutatkozhat, egyik koziiliik a fotoszintezis hatékonysagat jelzé fotoszintetikus aktivitas
(Ordég és Molnar, 2011).

Tovabba az élettani paraméterek kozotti osszefliggések is fontosak lehetnek az adott fajta
jellemzésekor. Szamos kisérlet iranyul a fotoszintetikus aktivitas és a levélfeliilet kozotti
kapcsolatra. Kukorica novények esetében a kettd pozitiv kapcsolata kimutathato, a
megvilagitasnak kitett feliilettel novekszik a szerves anyagok asszimilacidjanak mértéke
(Futo, 2003). Szintén kukorica ndvényeken végzett kisérletek a tapanyagellatottsag és a
fotoszintetikus aktivitdas kozotti Osszefliggésre iranyultak. A jobb tapanyagellatottsag
fokozottabb asszimilaciét eredményezett, azonban a tdpanyagok tulzott jelenléte mar
ellentétes hatast volt, valosziniileg a kialakuld vizhiany miatti gazcserenyilds zarodas miatt
(El Hallof és Sarvari, 2006). Oszi buza és kukorica 6sszehasonlitd vizsgalataibol kideriilt,
hogy 6kolodgiai és agrotechnologiai tényezok nagymértékben felelések a termés mennyiség
valtozasaért. Nagyobb levélfeliilet, magasabb klorofilltartalom jelentdsebb fotoszintetikus
aktivitast eredményezhet, igy a tapanyagok asszimildcidja is hatékonyabb, jobb mindségii

termést eredményezve (Vari, 2014). Uborka esetében Sui €s munkatarsai 2017-ben a termés
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¢s a fotoszintézis hatékonysaga kozotti kapcsolatot vizsgaltdk tobbek kozott klorofill
fluoreszcencia mérésekkel két uborkafajtanal. Szoros Osszefiiggést mutattak ki a termésképzés

és a levelek fotoszintetikus aktivitasa kozott.

3. Azabszcizinsav (ABA)

3.1 Novényi hormonok altalinos bemutatasa
A novényi hormonok altalaban olyan szerves vegyiiletek, amelyek alacsony koncentracioban

a novények fejlodését és ndvekedését szabalyozzak, valamint 0sszehangoljdk a ndévény
miikodését a kiilonbozo kiilsé kornyezeti tényezok valtozasaival. Jelatviteli utvonalakat
aktivalnak (Davies 2010; Oka et al., 2012; Sytar et al., 2019), amik segitségével befolyasoljak
a novények akklimacios folyamatait biotikus €s abiotikus stresszhatasok fellépésekor
(Choudhury et al., 2017). Hatasuk széles spektrumot dlel fel, tobbek k6zot megvaltoztathatjak
a sejtmembranok permeabilitasat, az enzimek aktivitasat, az elsédleges és masodlagos
anyagcseretermékek mennyiségét (Sytar et al., 2019). Klasszikus névényi hormonoknak
tekintheték a gibberellinek (GA), auxin, citokininek , az abszcizinsav (ABA), a
brasszinoszteroidok (BR) és az etilén . Ezek mellett tobb, ujabban leirt ndvényi hormon is
ismert, példaul a jazmonsav (JA). Dolgozatomban az abszcizinsav (ABA)

hatdsmechanizmusai keriilnek részletesebb jellemzésre.

3.2  Azabszcizinsav (ABA)

3.2.1 Altalanos jellemzdk
Az ABA a szeszkviterpenoid vegyiiletek kozé tartozé novényi hormon, a ndvekedésben,

fejlodésben és a stresszekre adott valaszok kialakulasaban van kulcsszerepe. Az 1960-as
években fedezték fel, szerepét a levélhullashoz tarsitottdk, neve innen szarmaztathato.
Megemlitendd, hogy ijabb ismereteink szerint a viragok, levelek hulldsaban nincs kozvetlen
szerepe, leginkabb az 6regedési folyamatok és a stresszek miatt torténd levélhullasban jatszik
szerepet (Wang et al.,, 2013). A magasabbendii novényekben, néhany baktérium és
novényeket fertéz6 gombafajban is egyarant megtalalhato. Bioszintézise karotinoid
vegyliletekbdl a plasztiszokban kezdddik (epoxidacio, oxidativ hasadas), majd az igy
képzddott xantoxin abszcizinsavva torténd atalakulasa a citoszolban zajlik le (oxidacio). A
plasztiszban torténd 1épéseknél a zeaxantin violaxantinna vald atalakulast a zeaxantin
epoxidaz (ZEP) enzim katalizalja, er6s megvilagitas hatasara az enzim mennyisége megno,
ez a violaxantin ciklushoz is kothetd. Ezt kovetden a 9-Cisz-epoxikarotin dioxigenaz (NCED)
hatasara xantoxin keletkezik, amely abszcizinaldehiddé alakul. Befejezé 1épésként az
abszcizin-aldehid oxidaz (AAO) enzim abszcizinsavva alakitja. A bioszintézis ut 9sszes
enzime, de kiilondsen az utolsd két résztvevd stresszek esetében jelentésen indukalodik,

szerepiik a tolerancia kialakulasaban jelentds (Finkeltstein, 2013).
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A magasabb ABA szint egyik jol ismert ozmotikum, a prolin felhalmozddasat is eldidézheti a
magas hémérséklet és a sostressz fennallasakor a novényi szovetekben (Talanova et al., 2006).
Tovabba a gydkerekben megvaltozott génexpresszidt eredményezhet, igy olyan gének 1épnek
miikodésbe, amelyek valdsziniileg hozzéajarulnak a gyokér sejtjeinek stresszel szembeni
molekularis védelmi mechanizmusaihoz (Chen és Plant, 1999). Az ABA-nak jelentOs szerepe
van a novényi fejlodésben és a stresszvalasz kialakulasaban, példaul a gazcserenyildsok
miikodésében (Choudhury et al., 2017). Az ABA megvilagitastol fliggetleniil gatolja a
hipokotil megnyulasat (Lorrai et el al., 2018). Vizhianyos allapotban a névények levelében és
a gyokérzetében az ABA szint dramaian megemelkedik, ez is azt tamasztja ala, hogy a
stresszvalaszban és akklimacioban kiemelt szerepe van ennek a hormonnak (Holappa and
Blum 1991). A pérologtatd hajtasfelszineken vizhidny esetén a gazcserenyildsok zarddnak,
igy a vizvesztés mértéke csokken, ellenben ugyanekkor a szén-dioxid felvétel gatlodik, utébbi
a fotoszintézis csokkenését okozzhatja. A gazcserenyilasok zarodasnak folyamataban az ABA

hatasara ROS molekulak képzédnek (szuperoxid, H202) (Choudhury et al., 2017).

Az ABA transzportja a gyokerek fel6l a xilémben, a levelek felol a floémben torténik. Legfébb
hatasa a vizhiany fellépését kovetden a gazcserenyilasok zarodasa (Wang et al., 2013), és a
hajtasndvekedés gatlasa, tovabba a magok nyugalmi allapotanak fenntartasaért felelds
(Davies, 2010). Indukciojat az ozmotikus stressz inditja be, az igy megemelkedett ABA
koncentraci6 szamos, a sejtek dehidracioja elleni védelembe bevonhat6 gén (RAB: responsive
to ABA génjei) termelddését idézi el (Shakirova et al., 2016).

3.2.2 Az abszcizinsav hatdsdra indukdl6dé gének
A sejtek vizhianyos allapotat tobb hatas is kialakithatja. Ezek koziil kiemelendé a magok

csirazasat megeldzd allapot és a vegetativ novekedés alatt fellépd ozmotikus stressz. Mindkét
folyamatban jelentds szerepet jatszanak az ABA indukalt gének. Kifejezodésiik mértékét
kozvetleniil transzkripcios faktorok sokasaga szabalyozza, melyek a gének promoterének cisz
elemeihez (ABRE ABA responsive elements) kapcsolodnak. Ludfiiben (Arabidopsis
thaliana) Fujita és munkatarsai 2011-ben két fobb RAB géncsoportot talalt, amelyek a magok
érésénél indukalodik és a vegetativ stadiumban expresszalddnak (4. abra). A lehetséges
géntermékek: LEA fehérjék, szabalyozd fehérjék, protein kinazok és foszfatazok,
transzporterek sokasaga, ozmoprotektdns metabolitok képzddését katalizald enzimek, zsirsav
metabolizmusban, szénhidrat anyagcserében, valamint masodlagos anyagcserében résztvevo
enzimek. A legtobb gén kifejezodésének mértéke napi ritmust mutat, ez arra is utal, hogy egy
cirkadian ora segiti a nOvényt a vizellatottsdg napszakos ingadozdshoz torténd

alkalmazkodasban (Fujita et al., 2011).
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4. dbra. A magok csirazasa és a vegetativ stadiumban fellépd ozmotikus stressz miatt
kialakul6 vizhianyos allapot a sejtekben ABA termelddését valtja ki. Az ABA az ABRE
fliggd gének expressziojat serkenti (Fujita et al., 2011 alapjan).

Az abszcizinsav a nehézfémek okozta stressz esetén is indukalodik, megnovekedett
mennyisége neheziti a fémionok transzportjat a névényben (Allagulova et al., 2015). Raadasul
szoros kapcsolat lelhetd fel az ABA szint és a levelek szeneszcencidja kozott. Az ABA szint
emelkedés klorofill degradacioval jar egyiitt. Ellenben megfigyelhetd olykor, hogy az ABA
szerepet jatszik a klorofill akkumulacioban, pl. nitrogénhiany fennallasakor. Mi tobb, az ABA
nitrogénhiany esetén a névény oregedésnek gatlasaban is részt vesz a klorofill szintézisben
szerepet jatszo enzimek génjei aktivalasan keresztiil, igy a talélést segitve (Oka et al., 2012).
Az ABA vizhianyos allapotban a fellépd dehidracié karos hatésaitol a membranstruktarakat
is védi, valamint a fotoszintetikus apparatusban bekovetkezo fotoinhibiciot is segit megelézni
(Wang et al., 2010a).

3.3 Kiilséleg alkalmazott abszcizinsav (ABA) hatasa
3.3.1 Kiils6leg alkalmazott ndvényi hormonok hatésai
Szamos hormon kiils6 alkalmazasa segitheti a novényt a stresszek elleni védelemben.

Mindamellett maga az eljaras intenziv kertészeti kultrakban koltséghatékony és
kornyezetkiméld lehet. Egyes ilyen kezelések csokkenthetik a ROS mennyiségét, ezaltal a
lipidperoxidaciot is, igy stimulaljak a novekedést (5. abra) (Sytar et al., 2019).
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5. abra. Kiils6leg alkalmazott névényi hormonok toleranciandveld hatasai (Sytar et al., 2019

alapjan).

Xue és munkatarsai 2019-ben megfigyelték, hogy kiilséleg alkalmazott gibberelin (GAs)
hatasara néhany uborkafajtanal a trichomak szama megndvekedett, azonban ez a magasabb
hormon koncentracio alkalmazasa soran mar nem tortént meg. Ugyanezt a hormont
alkalmazta Moumita ¢és munkatarsai 2019-ben szarazsagstressznek Kkitett tavaszi buza
(Triticum aestivum L.) esetében, amely soran megallapitottak, hogy a kezelt novények
novekedése erdteljesebb volt, az oxidativ kdrosodas viszont csokkent a kontrollhoz képest.
Gibberellinekkel torténd kezeléssel a gyiimolcsok novekedését lehet serkenteni, valamint
egyes fajokban a viragok nemét befolyasolni. Citokininnel és auxinnal kezelt
szovettenyészeteknél a sejtosztodas indukcidjat figyelték meg, tovabba ezek a hormonok
elosegitik a kloroplasztiszok kialakulasat etioplasztisztbol (Davies, 2010). A Kkiilsdleg
alkalmazott BR mar kis mennyiségben is fokozhatja a stresszek elleni toleranciat (Allagulova
et al., 2015). Transzkriptom ¢és proteomikai analizisek utaltak a dehidrin (DHN) csaladba
tartozo védofehérjék és a 24-epibrasszinoid (EBR) kozotti Osszefiiggésre, a szarazsagnak,
sostressznek és hidegnek kitett novények esetében. Feltehetleg a BR hasonléan indukalo
hatast a dehidrinekre, mint az ABA (Allagulova et al., 2007). Ezt a tényt megerdsitik
Shakirova és munkatarsai 2016-ban végzett kisérletei, melyek soran mannitollal kezelt
buzaban kiilsleg alkalmazott EBR hatasara vizsgaltak a DHN gének indukciojat, oly modon,
hogy a keletkez6 ABA-t blokkoltak. A kis molekulatomegii DHN-K jelent6s akkumulacidja
volt megfigyelhetd a kiilsdleg alkalmazott EBR hatasara. Allagulova és munkatarsai 2015-
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ben a nehézfémstressz és kiilsdleg alkalmazott EBR hatasara megnovekedett DHN szintet

talaltak, szintén buza esetében.

3.3.2 Abszcizinsav (ABA) kiilsdleg toérténd alkalmazasa
Az ABA elosegiti a stresszek elleni adaptiv valasz kialakuldsat a novényekben. Hatasa fiigg

az aktiv hormon mennyiségétdl a célszovetben, valamint annak abszcizinsav érzékenységétol
(Lorrai et al., 2018). Az ABA endogén moddon torténd termelddése végigkiséri a novény
vizhidnyos allapotat, valamint a magok érését (Fujita et al., 2011). A szarazsagstressz elleni
tolerancia és az abszcizinsav érzékenység kozott szoros Osszefiiggés van (Dedk et al., 2017).
Fentiek alapjan a kiilséleg alkalmazott ABA hatasara varhato a tolerancia novekedése a

kedvezétlen koriilményeknek kitett novények esetében, valamint stressz nélkiil is kivalthato

rrrrr

valamint fénystressz elleni toleranciat a novényekben (Xia et al., 2009), tovabba noveli a
novény hideggel szembeni ellenalloképességét példaul uborka magok esetében (Wang et al.,
2010). Wang és kutatocsoportja 2013-ban uborkanal megfigyelték, hogy a termés érésekor az
abszcizinsav mennyisége megnott, és ugy talaltdk, hogy ezt a folyamatot 6t gén (CSNCED,
CsCYP707A és CsBG gének) szabalyozza. Szintén uborkaban Zhou és munkatarsai 2018-ban
kimutattak, hogy kiils6leg alkalmazott ABA kezelés hatasara a DHN gének expresszidja
indukélodott. Az uborka négy DHN génjébdl csak harom mutatott erdteljes kifejezddést
(CsDHN3, CsDHN4 CsDHN2), a CsDHN1 nem, vélhetéleg ez utobbi pszeudogén lehet.
Kukoricaban az ABA hormon alkalmazasa a H20O> szint novekedést idézte el6 (Kellés et al.,
2008).

4. A LEA fehérjék és a dehidrinek

4.1 A LEA fehérjék altalanos bemutatasa
A novények fejlédésiik soran gyakran ki vannak téve abiotikus stresszeknek, melyek hatasa

sok esetben a sejtekben kialakulo dehidratacio. A kedvezdtlen hatasokkal szembeni
tolerancidért gének sokasaga felelds. Szamos stressztoleranciat segitd gént ismeriink, koziiliik
kiemelend6 a LEA fehérjéket kodolo gének. A LEA csalad protektiv, hidrofil fehérjéket
magaba foglalo csoport. Ezek a fehérjék a magfejlodés bizonyos szakaszaiban vagy
stresszhatasokra, foként vizhianyos allapotban akkumulalodnak (Hanin et al., 2011; Farias-
Soares, 2013; Azarkovich et al., 2016; Yu et al.,2018). Altunoglu és munkatarsai 2016-ban
uborkaban 79 db LEA gént talaltak, amelyek hét kromoszoman voltak lokalizalva. Kozel
70%-uk tandem duplikacioval jott 1étre. Rendezetlen strukturaju fehérjék, az ismétlodod
motivumaik alapjan csoportosithatok alcsaladokra, els6ként a gyapot magjaiban, a fejl6do

embrié szoveteibdl izolaltak azokat, feladatukat a korai egyedfejlddéshez tartozo
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folyamatokhoz tarsitottak (Brini et al., 2007; Hanin et al., 2011; Farias-Soares, 2013; Yu et
al., 2018). Mostani tudasunk szerint a kifejlett novény Osszes szovetében megtalalhatoak
(Altunoglu, 2016). Feladatuk altalaban a stresszek elleni védelemben példaul a sejt
membranjainak stabilizaciojaban van. Ion kelatorként, hidratacios pufferként és
antioxidansként is miikodhetnek, tobbféleképpen is eldsegitve a stressztolerancia kialakulasat.
Sejten beliil a citoplazmaban, sejtmagban, mitokondriumokban és az endoplazmatikus
retikulumban fordulhatnak elé (Brini et al., 2007; Yu et al., 2018; Nagaraju et al., 2019). Az
ismétlédé aminosav szekvencia motivumaik alapjan hét csoportra (LEAL1, LEA2, LEA3,
LEA4, LEA5, DHNs, SMP) bonthatok (Altunoglu, 2016). Ezek koziil részletesebben a
dehidrin fehérjéket targyaljuk.

4.2 A LEA fehérjék egyik csoportja: a dehidrinek (DHN)

4.2.1 A dehidrinek altalanos jellemzdi és a szovetekben, sejten beliili elhelyezkedése
A LEA fehérjék egyik csoportjat a dehidrinek (DHN) alkotjak, amelyek foként a sejtek

vizhianyos allapotaban akkumulalodnak (Kosova et al., 2014; Greather és Boddington, 2014;
Azarkovich et al., 2016). A dehidrinek hidrofil, héstabil stresszfehérjék (Maryan et al., 2019),
melyek a LEA fehérje csalad 11 (LEA-D11) csoportjaban sorolhatok (Allagulova, 2007; Brini
etal., 2007; Hanin et al., 2011; Greather és Boddington, 2014; Yu et al., 2018). Kis méretiiek,
molekulatomegiik mintegy 10-200 kDa, térszerkezetiik rendezetlen. Szarazsag, ho, sostressz
esetén, valamint néhdny ndvényi hormon hatdsdra kozvetleniil is indukalodnak a
novényekben, nagyobb stressztoleranciat eredményezve (Allagulova, 2007; Yu et al., 2018).
A citoszolban fehérjetestekben és a sejtmagban a kromatinallomannyal asszocialt allapotban
IS megtalalhatoéak (Farias-Soares, 2013). Néhany faj genomjaban a géncsalad feltehetdleg
tandem génduplikacioval terjedt szét (6. abra; Maryan et al., 2019). A DHN gének a
szarazfoldi novények tobbségében jelen vannak (Lee et al., 2017), az evolicio soran mar az
algakban és mohakban is megjelentek (Greather és Boddington, 2014). A szarazsagtolerans
arpaban 13, a kozoséges buzaban 54 dehidrin gént izolaltak. Uborkaban négy DHN fehérjét
kodolo gén talalhatd, ezek a CSDHN1, CsDHN2, CsDHN3, CsDHN4 (Kosova et al., 2014;
Zhou et al., 2018), amelyek a sejteken beliil kiilonb6z6 kompartmentekben lokalizaltak.
Termelddésiiket a sejtek vizhianyos allapota indukalja (Hanin et al., 2011; Lee et al., 2017,
Abedini et al., 2017; Yu et al., 2018).

4.2.3 A dehidrinek szerkezete és fobb feladatai
Nagyobb stressztoleranciaval rendelkezd genotipusok stresszhelyzetben erélyesebb DHN

transzkripciot és fehérje felhalmozodast mutatnak (Kosova et al., 2014). A DHN-ek
stresszvédo szerepiik soran a malat-dehidrogenaz és a laktat dehidrogenaz enzimek, nukleotid

vegyiiletek védelmét is biztositjak, valamint a lipidperoxidacios folyamatok gatlasat is segitik
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(Yu et al., 2018; Maryan et al., 2019). A DHN fehérjékre jellemz6 a polaros és toltott
aminosavak nagy szamban val6 jelenléte és a rendezetlen szerkezetii, konzervalt K, Y, S
szegmensek (Greather és Boddington, 2014). A K szegmens, a C terminalishoz kozeli,
amfipatikus, alfa hélix szerkezet, lizin aminosavban gazdag szakasz, melynek a fehérjék és
a membranstruktira stabilizalasaban (lipidperoxidacié elleni védelem) és a citoszol
viztartalmanak megérzésében van szerepe (Allagulova et al., 2007; Hanin et al., 2011,
Abedini et al., 2017; Yu et al., 2018). K szegmensre specifikus antitestek segitségével a
dehidrin fehérjék szétvalasztasa is megtorténhet. Az S szegmens a dehidrin fehérjék és a
szignal peptidek interakcidjat biztositja, a setmagba torténd transzlokaciot segiti eld, szerin
aminosavban gazdag (Abedini et al., 2017). Az Y szegmens az N terminalis kozelében
helyezkedik el (Azarkovich et al., 2016; Yu et al., 2018), nevét onnan kapta, hogy tirozin
aminosavban gazdag. A fent felsorolt konzervalt szegmensek mellett megemlitend6 a ¢-

szegmens, amely a kiszaradastol védi a sejteket (Greather és Boddington 2014).

6. abra. Uborkdban talalhaté dehidrinek filogenetikai kapcsolata mas fajokéval (rizs,
ludfi, burgonya) azz uborkéaban talalhat6 CSDHN3, CsSDHN2, CsDHN4 jeldlve az
abran (Zhou et al., 2018 alapjan).

Az Y, S és K szegmensek eléfordulasa, mintazata alapjan a DHN fehérjék kozott 6t alcsoport
kiilonithetd el: YnSKn, YnKn, SKn, Kn és KnS (Abedini et al., 2017) a kiilonb6z6
novényfajokban talahaté dehidrin csoportok filogenetikai kapcsolatat a 6. abra szemlélteti. Az
ABA hormon az YnSK2 alcsalad (RAB responsive to ABA) tagjainak szintézisét

bizonyitottan indukalja (Hanin et al., 2011; Yu et al., 2018; Maryan et al., 2019). A DHN
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fehérjék térszerkezete rendezetlen, aktualis konformacidjuk az oOket Kkoriilvevo
mikrokdrnyezet hatasara jon 1étre, igy funkcidjuk ennek tiikrében valtozhat. Egyik elénye a
rendezetlen szerkezetnek, hogy ezek a fehérjék kedvezétlen feltételek ellenére sem
denaturalodnak (Greather és Boddington, 2014). Mennyiségiik és a stressztolerancia kozott
fennallo pozitiv Osszefliggés miatt utobbi molekularis markerének tekintheték (Hanin et al.,
2011). Szerepiiket bizonyitjak Jing és munkatarsai 2016-ban kisérletei is, melyek szerint
paprikaban a CaDHN3 gén csendesitése csokkent toleranciat okozott. A dehidrinek
interakcioban 1épnek membran lipidekkel (Greather és Boddington, 2014), fémionokkal (ezek
katalizatorai lehetnek a ROS képzddésnek), egyéb fehérjékkel, igy szerkezetiik rendezetté
valik (Yu et al., 2018). Mindamellett a stresszhatasokra képz6dé ROS eltavolitasaban is van
szerepiik, némelyiiknek antibakterialis hatasa is lehet (Hanin et al., 2011). A dehidrinek
kifejezddése az abiotikus stressz faktorok hatasara tobb jeldtviteli uton, transzkripcids
faktorok kozremiikodésével is aktivalodhat (7. abra), erélyesebb stressztoleranciat
eredményezve (Yu et al., 2018).

4.3 Az abszcizinsav és a dehidrinek kapcsolata

A stresszhatasra indukalodo, vagy kiils6leg alkalmazott abszcizinsav dehidrin fehérjék
termelddését idézi el6. Az ABA érzékenységet az ABRE cisz elem jelenléte adja a DHN
gének promoterében. A DHN gének indukcidja lehet ABA fiiggetlen is, amelyet a CRT (C-
repeat) és a DRE (dehydration response element) promoter régiok jelenléte tesz lehetévé (7.
abra) (Lee et al., 2017). Utobbi indukcios utat a szarazsag, magas hémérséklet és so stressz
valthatja ki (Allagulova et al., 2007; Shakirova et al., 2016).
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7. abra. A dehidrin gének kifejezodéséhez kapcsolhato jelatviteli komponensek
interakcioi az abiotikus stressztolerancia kialakulasaban. A kedvezétlen
koriilmények hatasara kialakuld ozmotikus stressz az inozitol 1,4,5 trifoszfat
valtja ki. EZ a mitogén aktivalt kinazok (MAPK) aktivalasan keresztiil a dehidrin
gének transzkripcios faktorainak (CBF/DRE, MYC/MYB) indukcidjat idézi eld,
utobbiak a DHN gének prométeréhez kotddve fokozzak azok atirasat. CBF: C
repeat kot6 fehérje (C repeat binding factor); DRE: szarazsag stressz soran
termel6do transzkripcids faktorok (drought responsive element); MYC/MYB:
Myelocytomatosis /Myeloblastosis traszkripcios faktorok csaladja (Yu et al.,
2018 alapjan).
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ANYAG ES MODSZER

1. A Kkisérletekhez felhasznalt novényi anyag

A kisérletekhez harom szabadfoldi (’Joker’, ’Szatmar’, ’Szenzacio’) és harom iiveghazi
(’Prior’, ’Oitol’, ’Americana’) uborkafajtakkal dolgoztunk, a hasznalt vetémagok szarmazasi

helyérdl az 1. tablazatban taladlhato informacio.

1. tablazat. A kisérletekben felhasznalt vetémagok forrasai.

Uborkafajtak neve Forgalmazo cég/Orszag

Szatmar ZKI Ltd., Hungary

Szenzacio Budapest Gardenseed Ltd, Hungary
Joker ZKI Ltd., Hungary

Americana Orosco Co., Hungary

Oitol Semillas Fito Co., Spain

Prior Semillas Fito Co., Spain

1.1 A kisérletekbe bevont fajtak jellemzése

1.1.1 Szabadf6ldi fajtak:
Alacsonyabb termésprodukcio jellemzi 6ket, hdmérsékletigényiik 20-30 °C fok (Dhakal et al.,

2019), a meleg, csapadékos klimat kedvelik (Smitha és Sunil, 2016). Tapanyag és vizigényiik
magas, tapanyaghiany esetén silany mindségii termést hoznak (Muslat és Alrahman, 2018). A
szabadfoldi fajtdkat fOleg sik rendszeres technoldgidval termesztik, termésiik rovid,
szemoOlcsOs vagy tiiskés, a termés jelentds hanyadat a konzervipar hasznositja (Ackerl et al.

2004; Glits et al. 2005).

Szenzécio: Foleg szabadfoldi termesztésre ajanlott, hosszu tenyészidejli, erés novekedésii
salatauborka fajta, vegyesen egyivaru és kétivari/hermafrodita virdgokkal. Termése hosszu

sotétzold, fehér tiiskés (Zoldség-, fliszer- és gyogyndvény termékkatalogus, 2012, Réde).

Szatmar: Partenokarp tipusu, kozépkorai konzervuborka hibrid, erés novekedési eréllyel. Sik

és tamrendszeres termesztésre egyarant ajanlott, lisztharmattal, kladosporiumos mézgas
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varasodassal, peronoszporaval és uborkamozaik virussal szemben ellenalldo képessége jo.

Termése sotétzold, aprotiiskés (http://zki.hu/uborkak/, 2018.04.05).

Joker: er6s novekedési erélyli, kozépérésii salatauborka fajta. Sik ¢és tamrendszeres
termesztésre egyarant ajanlott. Tulnyomorészt néviragh tradiciondlis fajta. Erdsen ellenalld
lisztharmattal és kladosporiumos mézgéds varasoddssal szemben, kozepesen ellenalld
peronoszporaval és uborkamozaik virussal szemben. Termése rovid, apro, fehér tliskés
(Zoldség-, fliszer- és gyogynovény termékkatalogus, 2012, Réde).

1.1.2 Uveghdzi fajtak
Az liveghazi fajtak termése jellemzéen hosszl, kigyouborka, ennek nyersen torténd

fogyasztasa a jellemz6 (Ackler et al 2004; Glits et al 2005). Az iiveghazi uborkafajtak
vizigénye nagyobb, gyorsabb novekedéstieck, mint a szabadfoldiek. Nagyobb
tapanyagigénnyel rendelkeznek, gyors novekedésiik miatt produktivitdsuk nagyobb, mint a
szabadf61don hajtatottaké (Singh et al., 2017). A termések mérete és tomege fligg a megfeleld
tapanyag és vizellatottsagtol (Wang et al., 2019).

Prior: er6s novekedésii, nagy lombot fejleszto fajta, mely enyhe lisztharmat ellenallosaggal
rendelkezik. Termése hosszu, sotétzold, enyhén bordazott. Foleg tAmrendszeres termesztésre

ajanlott (www.szentesimag.hu, 2018.04.05).

Americana: korai érésii, kdzéperds, gyors novekedésii, nyitott lombu fajta. Termése hosszq,

enyhén bordazott, sotétzold (www.szentesimag.hu, 2018.04.05).

Oitol: erés novekedésii, féleg tamrendszeres termesztésre ajanlott. Lisztharmattal szemben
erOsen ellenallo. Termései sotétzoldek, bordazottak. stressztirése kiemelkedo

(www.szentesimag.hu, 2018.04.05).

2. A kisérletekhez fehasznalt termesztési kozeg és a palantanevelés koriilményei

2.1 Tozegkeverékben torténdo vetés
Fajtanként 10 magot, 10 cm atmérdjii cserepekben vetettiink el, egy palantaneveléshez is

hasznalatos tézegkeverékbe (Kekkild tézegkeverék, 70% barna, 30%-0s Sphagnum-moha
tézeg, 1,5 kgxm= Multi mix miitragya (14-16-18+Me)). Ezt kovetden a nevelési id6 alatt a
palantakat harom naponta locsoltuk cserepenként 200 ml csapvizzel. Nevelésiik kontrollalt
koriilmények kozott folyt, 28 napon keresztiil Conviron fitotronban (Model S10H, Controlled
Environments Ltd, Canada), 25 °C-on/so6tét: 21°C, 55-60 % relativ paratartalom, 150 umolxm-

2xs1 fotoszintetikus fotonaram alkalmazasa mellett (16 6ra fény/ 8 ora sotét).
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2.2 Perlitben torténd vetés
Fajtanként négy - négy magot 12 cm atmérdji perlittel megtoltott cserepekbe vetettiink el. A

vetést megeldzden, a csirdzas eldsegitésére a magokat eldaztattuk desztillalt vizben 24 6ran
keresztiil 25 °C-on. Altalaban az uborkamagok csirazasa harom napot vesz igénybe kevés fény
mellett, (Kappel, 2011), ezért a vetést kovetden két napig sotétben inkubaltuk azokat. Ezt
kovetden hosszu nappalos megvilagitas (16 ora fény/8 ora sotét, fotoszintetikus fotonaram:
150 pmolxm2xs™) 25 °C/ sétét 21°C,, 55-60 % relativ paratartalom mellett fényszobaban
neveltiik 6ket 21 napig. A palantak ontozése cserepenként 200-250 ml desztillalt vizzel tortént

kétnaponta.

2.3 Perlitben és kézetgyapot kockaban torténdé vetés
Fajtanként négy magot 20 cm atmérdjii cserepekben kb 120 g perlittel koriilbélelt 7,5x7,5%6,5

cm es kdzetgyapot kockaba (Grodan, Netherlands) vetettiink el. Tovabbiakban a 2.2
fejezetben foglaltak szerint jartunk el.

2.4 In vitro novénynevelés az ABA érzékenység vizsgalatahoz
Fajtanként 15-15 magot, szlirGpapirral bélelt 18 cm atmérdjii Petri-csészékbe vetettiink, majd

20 ml mock oldatot adtunk a kontroll, illetve 20 ml 5 uM koncentraciéji abszcizinsav oldatot
adtunk az ABA kezelt novényekhez (az oldatok elkészitése lasd 3.3 fejezet). A novények
nevelése 7 napon at hosszi nappalos megvilagitas (16 6ra fény/8 ora sotét, fotoszintetikus
fotonaram: 150 umolxm2xs?), 25 °C/ sétét 21°C, 55-60 % relativ paratartalom mellett
fényszobaban tortént meg. A novények kezelése két naponta volt 30 ml mock oldattal és 5

uM ABA oldattal (részletesebben 3.3 fejezet).

3. A kisérletekhez felhasznalt oldatok

3.1 Perlitben és kozetgyapot kockan nevelt novények tapoldatozasa
A 2. tdblazat a kisérletekben, az uborkandvények ontozése¢hez hasznalt moédositott Hoagland

tapoldat pontos Osszetételét mutatja. A modositott oldat hasznélatanak oka kettds, egyrészt az
uborka nagy nitrogén igényi (Kappel, 2011), valamint az ammonia felhalmozodasat a
taptalajban nem jol viseli, igy nitrat formajaban torténd nitrogén bevitel javasolt (Matsumoto
és Tamura, 1981; Alan, 1989). A novények ontdzése két naponta tértént meg cserepenként
200 ml tapoldattal.

44



2. tablazat. Tapelemek molaris koncentracioja kiilonb6z6é toménységii Hoagland (HG)

oldatokban (Millner és Kitt, 1992 alapjan).

Kiilonbozo erésségii Hoagland oldatok kocentracidja

Makroelemek 0,125xHG  0,5xHG  1xHG 1,5xHG 2xHG 2,5xHG
Ca(NOY): 0,625mM 25mM 50mM 75 mM 10,0 125 mM
mM
KNOs 0,625mM 25mM 50mM 75 mM 10,0 12.5 MM
mM
MgSOs 0,25 mM 1.0mM 20mM 3,0 mM 4.0mM 50mM
KH2PO4 0125mM O05mM 10mM 15mM 20mM  25mM
Mikroelemek
Naz2MoO4 1,25 uM 50 uM 10,0 pM 15,0 M 20,0 uM 25,0 uM
ZnSOx 0125uM  05uM  1,0uM  15uM  2,0uM  2,5uM
MnClI. 025uM  1,0uM  20pM  30uM  40uM  50pM
CuSO4 0,0625uM  025uM 0,5uM  0,75uM 1,0uM  125uM
CoCl: 0025uyM O01puM 02puM 03 uM 04uM 0,5uM
NiSOs4 0,025 uM o luM  02uM 0,3 uM 04uM 0,5 uM
NaFe-EDTA 1,25uM  50pM  10,0puM 150pM 20,0 uM 25,0 uM
H3BOs 0,025uyM O, lpM  02uM 0,3 uM 04uM 0,5 uM
MES puffer oldat 0,5 mM 05mM 05mM 05mM 0,5mM 0,5mM

Megjegyzés: az 1 xHG oldat az irodalomban publikalt dsszetételt €s koncentracidkat jeldli.

3.2 Perlitben és kozetgyapotkockan nevelt novények ABA kezelése

cre

permetezéssel kezeltiik egyszeri alkalommal a novények leveleit. Kontrollként desztillalt vizet
és ABA nélkiili (mock) oldatot hasznaltuk. A mintavételnél (a noévények masodik
lomblevelébdl) a kezelést kovetéen 12 ora utan tortént meg, amihez folyékony nitrogént

hasznaltunk, majd a mintakat -80 °C on taroltuk a kisérletekig.

3.3 In vitro nevelt novények ABA kezelése
Az 5 uM ABA oldatot 3 mM ABA torzsoldbol készitettiik, ehhez a Duchefa Biochemie B.V.

altal eldallitott abszcizinsav készitményt hasznaltuk fel. A torzsoldat készitése: 1,6 mg
abszcizinsavat feloldottunk 2 ml 0,1 N NaOH oldatban. A kontroll novények kezeléséhez
mock oldatot hasznaltunk, mely elkészitésénél 210 ml desztillalt vizhez 350 ul 0,1 N NaOH
oldatot adtunk.
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4, Morfologiai paraméterek vizsgalata

4.1 Novekedési paraméterek mérése
Uborkandvények hajtas megnyulas hosszat (hajtashossz), hipokotilhosszat, fogyokérzetének

(leghosszabb gyokér) hosszat (gyokérhossz) allapitottuk meg 0,1 cm pontossaggal.

4.2 Hajtas friss és szaraztomegének meghatarozasa
A hajtasok friss tomegéhez a novényekrdl a gyoOkereket eltavolitottuk, majd a hajtast

megmértiik analitikai mérleggel tomegiiket 0,1 mg pontossaggal hataroztuk meg. A
szarazanyag-tomeg mérés¢hez a novényekrol szedett foldfeletti hajtast, vagy gyokérzetet
alufolidban csomagolva, 80 °C homérsékleten tomegallandosagig szaritottuk, ezt kovetden a

szaritott részek tomegét analitikai mérleggel tomegiiket 0,1 mg pontossaggal hataroztuk meg.

4.4 Levélfeliilet mérése
A ndvényenkénti Osszlevélfelillet meghatdrozasanal a paldntak leveleit fehér hattérrel,

mer6legesen felilrél lefényképeztiik, a levelek teriiletét az ImageJ (Imaged, Image Processing
and Analysis in Java, USA). grafikai program hatarozta meg négyzetmilliméterben elére
megadott méretarany segitségével. A sziklevelek levélfeliiletét az LA (leaf area)=kxsxh
(s:szélesség, h:hosszusag, k=0,857 levélformara jellemz6 allando) képlettel hataroztuk meg
cm?-ben megadva (Huzsvai et al., 2004). A tézegben nevelt ndvények esetében egy, a

perlitben neveltek morfologiai paraméter vizsgalatainal két biologiai ismétlés volt.

5. RNS izolalas és RT-PCR

5.1 RNS izolalas
Az RNS kivonasa TRI reagenssel (Molecular Research Center, USA) és CTAB (cetil-trimetil-

ammonium-bromid kivond puffert alkalmazva) modszerrel (Jaakola et al., 2001) tortént a
gyartok altal megadott instrukciok alapjan. Az RNS kivonas mindségi ellendrzéséhez EcoSafe
festéket hasznalva, 1%-0s agar6z gélen megfutattuk a mintakat, majd az RNS koncentraciot
Nanodrop késziilékkel (NanoDrop 1000) ellendriztik 260 nm-en. A DNS szennyezés
eltavolitdisahoz DNase 1 (Thermo Scientific) enzimet hasznaltunk (37°C, 30 perc

inkubacidval), az RNS koncentraciot 5 ug/30 ul-re volt normalizaltuk.

5.2 RT-PCR
Az abszcizinsavval végzett kisérletek esetében, a cDNS szintézis a RevertAid First Strand

CcDNA Synthesis kit (Thermo Fisher Scientific Inc., USA) hasznalataval valosult meg. Az RT-
PCR-hez Taq DNS polimerazt hasznaltunk (Thermo Fisher Scientific Inc.; Waltham, USA).
Az amplifikacio 32 ciklusban tortént a T100™ Thermal Cycler (BioRad) miiszerrel. Az
amplifikalt termékeket 1%-os agardz gélen valasztottuk szét. A qRT-PCR a StepOnePlus
Real-Time PCR System (Applied Biosystems, USA) eszk6zon, HOT FIREPol EvaGreen
gPCR Supermix (Solis BioDyne, Estonia) hasznalataval tértént meg. Az amplifikacié a HOT
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FirePol polimeraz enzim aktivalasaval kezd6dott 95°C —on, ami 12 percen keresztiil tartott.
Ciklusonként a DNS denaturalasa 15 masodpercig zajlott 95 °C-on. A primerek kitapadasa 60
°C-on 1 percig, a termékdetektalas 72 °C-on 1 percig tortént, 40 cikluson keresztiil. A
reakcioban felhasznalt primerek (CSDHNZ2, CsDHN3) leirasat a 3. tablazat tartalmazza,
kontrollként a CsActin-7 gént hasznaltuk (Wan et al. (2010). A reakcioelegy Osszetétele: 0,2
ul 10 uM primerek, 2ul HOTFire mestermix, 1ul cDNS, 10ul végtérfogatra higitva desztillalt
vizzel. Az indukcio mértékét a AACt modszerrel hataroztuk meg (Bookout és Mangelsdorf,
2003).

A kiilonbozé toménységli Hoagland oldatokkal nevelt ndvényeken végzet kisérleteknél a
cDNS szintéziséhez (RT-PCR) 5 pg teljes RNS tartalomhoz M-MuLV RT enzimet adtuk,
amelyet Maxima Reverse Transcriptase kit (Thermo Scientific) tartalmazott, oligo(dT)20
primerrel egyiitt. A szintézis a gyarto altal megadott utasitisoknak megfeleléen tortént meg.
A primereket a CsDHN1, a CsDHN2, és a CsSDHN3 CsAPX, CsGR, CsGPX, uborka génekre
¢s a kontrollként hasznalt CsAct-3 génre terveztiik (3. tdblazat). A PCR amplifikaciot a GoTaq
G2 DNS polimeraz enzim végezte (Promega USA), 30 ciklusos ismétléssel Master Cycler
késziilékben (Eppendorf AG, Hamburg, Germany). Egy ciklus 3 percig tartott, a cikluson
beliili hdmérsékletek a kovetkezdek voltak: 30 s: 95°C, 60 s: 58°C, 30 s: 72°C végezetiil 7
perc 72°C. Az amplifikalt termékeket 1,4 % (w/v) ethidium-bromiddal festett agardz gélen
futtattuk meg 1xTBE puffer oldatot hasznalva. Az RT-PCR termékeket a gélbdl a Viogene
Gel Advanced Kit (Viogene BioTek Corp., Taiwan) segitségével tisztitottuk meg, ehhez
EX0SAP-IT™ PCR Product Cleanup Reagent (Applied Biosystems, USA) hasznaltunk, majd
megszekvenaltuk ABI PRISM 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems), ehhez
BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) kitet és génspecifikus
primereket hasznaltunk. Az RT-gPCR-hez a CFX 96 Real-Time PCR System (Bio-Rad, USA)
késziiléket és SsoAdvanced Universal Inhibitor-Tolerant SYBR® Green Supermix (Bio-Rad)
hasznaltuk, a reakcio végtérfogata 10 ul volt, amelyben 1 pul ¢cDNS, 4 pl szupermix, 0,5 pl
(100 uM) volt a primerek mennyisége, amikhez 4 pl desztillalt vizet adtunk. Az amplifikacio
a polimeraz aktivalasaval és a DNS denaturdldsaval kezdddott, amely 95°C -on 30
masodpercig tartott, ezt 40 ciklus kdvette, ciklusonként a denaturacié 10 masodpercig tartott
95°C-on, a primerek kitapadasa €s a reakcido 30 mp 60°C-on tortént. Kontrollként az CsActin-
3 gént hasznaltuk, az indukcidé mértékét a ACt relativ kvantifikacidos modszerrel hataroztuk
meg (Bookout és Mangelsdorf, 2003). Kisérleteinket két bioldgiai és harom technikai

ismtélésben végeztiik el.
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3. tablazat. A RT-PCR-ben és RT-qPCR-ben hasznalt primerek adatai.

Gén neve Accession No. Forward primer (5°-3°) Reverse primer (5°-3’) termek

hossza
CsDHN2 XM_011654848 ATGGTGGCATACTTCATCGC GTCGTGGTTGACACTGCTTG 154 bp
CsDHNS3 XM_011659051 GTGGGCTCTTTGATTTCTT GACTAGGCTTCTTCTCTTCTT 165 bp
CsDHN1 XM_011656037.1 CTATCCAATTCGCCAGACCG GATGTCCACTCCCATCCTCT 191 bp
CsDHN4  XM_004150027 TGATGGACAAGGCGGGAGG GCATCACGAAAGCACCACC 124 bp
CsGR1 XM_011652579.2 TACGATCTCTGGCCGACAAGAG ATGGGTGTATTCCAACAGTGCTG 182bp
CsAPX1 XM_004149001 TCACACATTGGGTAGGGCA TATGCTGCCGATGAGGATG 203 bp
CsGPX1 XM_004145445.3 ATCAAGTGCTGGAGGGTTT GATGTTGTTGGTGGGTATCTC 105 bp
CsAct-3 DQ115883 GGCAGTGGTGGTGAACATG GACTCACACCATCACCAGAA 151 bp
CsAct-7 XM_004147305 TCGTGCTTGACTCTGGTGATGG TTTCCCGTTCGGCAGTGGTTGT 172 bp

6. Fotoszintetikus aktivitas és oxidativ stressz mérése

6.1 A fotoszintetikus aktivitas mérése
A fotoszintetikus aktivitas értékeit egy IRGA rendszerii fotoszintézis mérével mértiikk (ADC

Bioscientific Limited, LCi Console, szériaszam: 31926, Herts, UK). Az LCi miiszerrel
egyarant végezhetdek mérések a novény teljesen kifejlett, vagy fiatal levelein. A miiszer 4
gazkamrabol épiil fel, az egyes és kettes kamrdban egy gazpumpa segitségével ismert
Osszetételll gaz aramlik, amelynek a nyomdésat rogziti a miiszer. Ezt kdvetden a harmas és
négyes, zart gdzkamrakban a mérendd, ismeretlen Gsszetételli gaz lesz dramoltatva, melynek
a nyomasa szintén meghatarozhatd. A mérés alapelve, hogy a molekulédk koncentracidjuknak
megfeleld mértékben elnyelik az infravords sugarakat, ennek okéan a zart kamraban az elnyelt
sugarak hatasara megnovekedik a gaz nyomasa. A kamrak kozott egy membran helyezkedik
el, mely érzékeli a nyomasvaltozast, igy a két kamra kozotti nyomaskiilonbség mérhetd, az
elnyelést okoz6 molekula koncntracidja kiszamithatd (Tamas et al. 2013). Az Gsszes ndvény
masodik levelének értékeit vettiikk fel, igy vizsgéaltuk a fotoszintézis aktivitast (A érték,

pumolm-2s1),
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6.2 Antioxidans kapacitas meghatarozasa FRAP moédszerrel
Az uborka novények leveleibdl késziilt extraktum antioxidans kapacitasanak meghatarozasa

a FRAP (Ferric Reducing Ability of Plasma; ,,Antioxidant Power”) modszerével tortént meg
(Benzie és Strain, 1999). A mérési modszer egyszerli, gyors, jol reprodukalhatd és
koltséghatékony. Alapelve, hogy antioxidans vegyiiletek hatasara alacsony pH-n a szintelen
Fe(I)-TPTZ (ferri-tripiridil-triazin) kék szinti Fe(II)TPTZ (ferro-tripiridil-triazin) vegytiletté
redukalddik, mely mennyisége a minta antioxidans tartalmaval aranyos és 593 nm-en
fotometralhato. Aszkorbinsavra torténd kalibracio segitségével a vizsgalt szovet antioxidans
tartalma meghatarozhat6. Hatranya, hogy a fiziologias pH-nal savanyubb kozeg jelenléte
szlikséges a reakcio végbemeneteléhez (Benzie és Strain, 1999). A méréshez uborkandvények
leveleibdl levett, 0,2 g fagyasztott mintat 2 ml 70%-os etanol oldatban eldorzsoltiik, majd az
extraktumot 10 percen at centrifugaltuk 14 000 RPM-n. Az 50 pl felillaszot 250 pl FRAP
reagneshez adtuk (0,3 M pH 3,6 ecetsav/Na-acetat puffert 10mM TPTZ oldatot 40 mM HCI
oldatban oldva, 20 mM FeCls oldatot elegyitve 10:1:1 térfogat aranyban), majd az elegyet 37
°C-on 6 perc elteltével 593 nm hullamhosszisagi fényen fotometraljuk mikroplate
spektrofotméter hasznalatdval (PowerWave XS2, BioTek, USA). A mintdk FRAP értékét a
kalibarios gorbe alapjan pM AA ekvivalensxglew ban adtuk meg (a kalibracios gorbe
tartomanya 100 -1000 uM; R?: 0,9988). Két bioldgiai és harom technikai ismétlés volt.

6.3 Gvajakol peroxidaz (EC 1.11.1.7.) aktivitasanak mérése (POD modszer)

A gvajakol peroxidaz enzim a sejtekben képz6ddé H2O2 bomlésat katalizaja hidrogéndonorként
kiilonbozd szubsztratokat haszndlva. Nevét egy mesterséges szubsztratjardl, a gvajakolrol
kapta. Aktivitasanak mérésére munkank soran a Chandrakar és mtsai altal 2016-ban
kidolgozott protokolt hasznaltuk némi moddositassal. 0,2 g frissen szedett levelet (2. ép
lomblevél) mértiink be el6hiitdtt dorzsmozsarban, majd hozzaadtunk 1 ml izolalo puffert (10
mM kalium-foszfat puffer pH:7,2; 1 mM EDTA oldat, 2 mM dithiothreitol (DTT); 0,2%
Triton-X 100 oldat). Ezt kovetéen a mintat eldorzsoltiik, majd a szuszpenzidt 4 °C —on 13,000
RPM-en centrifugaltuk 20 percig. A feliiliszot tiszta centrifugacsébe helyeztiik at, 20ul
mennyiséget adtunk 138 pl desztillalt vizhez. A reakcid lejatszodasdhoz a 158 ul higitott
kivonatunkhoz 200 pl reakcioelegyet adtunk, amit 4 percen keresztiil percenként
fotometraltunk 470 nm-en mikroplate spetrofotométert (PowerWave XS2, BioTek, USA)
hasznalva. A reakcioelegy elkészitésénél a kovetkezd aranyt vettiik figyelemben: 1 ml 0,1 M
kalium-foszfat puffer oldat pH=6, 1 ml 0,015 M H2O: (frissen elkésziilt) oldat, 2,5 ml 0,02 M

gvajakol oldat.

49



A mért abszorbancidkat felhasznalva a gvajakol peroxiddz enzim aktivitasat a kovetkezd
képlet alapjan szamitottuk ki, eredményeinket pkatxg™t fw egységben adtuk meg. Négy

techniai és egy bioldgiai ismétlés volt.
Enzim aktivitas = (Vr/Ve)x(1/e)x(AAmMin/60)x(Vp/Mieyer)

A képletben szerepld jelolések a kovetkezoek voltak:

Vr — az enzimreakcio6 teljes térfogata (ml)

Ve - az enzimkivonat térfogata (ml)

& - a reakci6 soran képzédo tetragvajakol moldris abszoprcios koefficiense (mM/cm?) = 26,6

AA: A 3. percnél mért abszorbanciaérték €s a 2. percnél mért abszorbanciaérték kiilonbsége
470 nm-en mérve

Vp - andvényi kivonat térfogata (ml)
Mievel - @ nOVENyi szovet tomege (Q)

6.4 Lipidperoxidacio mérése TBARS tartalom meghatarozasaval
A telitetlen zsirsavak nem enzimatikus oxidaciojakor malondialdehid (MDA) keletkezik

(lipidperoxidacid), ennek okan kivalé markere a lipidperoxidacios folyamatoknak a biologiai
rendszerekben (Hodges et al., 1999). A malondialdehid tartalmat a tiobarbiturat reakcion
alapulo elejaras szerint hataroztuk meg némi modositassal (Heath és Packer, 1968). 0,6 g friss
novényi szovetet eldorzsoltiink 2 ml 0,1%-os tiobarbitursavval, ebbdl 1,8 ml-t atmértiink tiszta
Eppendorf csébe, ezt kovetden 40 pL BHT adtunk hozza a lipidperoxidacid gatlasédhoz.
Vortexelést kovetéen 10 percig centrifugaltuk 4 °C-on 13000 RPM-en. A feliiliszé 250 pl
mennyiségéhez adtunk tovabbi 1 ml 20% TCA ¢és 0,5 % TBA oldatot, majd 30 percig 96 °C-
on inkubaltuk az elegyet. Hiitést kovetden 5 percig centrifugaltuk 10000 RPM-en, majd 532
nm hulldmhosszsagi fényen fotometraltuk mikroplate spektrofotméter hasznalataval
(PowerWave XS2, BioTek, USA). Az MDA tartalmat 156 mMxcm™ abszorpcios
koefficienssel szamoltuk, eredményeinket nmolxg™ (friss tomeg) mértékegységhben adtuk
meg. Nagy technikai és két bioldgiai ismétlés volt.

6.5 Lipidperoxidacié mérése biofoton emisszios képalkoto vizsgalattal

A méréseket 21 napos uborkandvényeken végeztiik el, Dr. Ponya Zsolt kutato fejlesztd
(MATE Kaposvari Campus) kézremiikodésével, NightShade LB 985 Plant Imaging System
(Berthold Technologies, Bad Wildbad, Germany) miszerrel. A névényekrdl szedett, hasonlo
méretil, ép levelekrdl készitettiink felvételek érzékeny, termoelektrikusan hiitétt (-70 °C) CCD
kameraval (NightOWLcam, Berthold Technologies), sotétkamraban. A ndvények leveleibdl
szarmaz6 lumineszcenszcia emisszid detektalasat egy specialis fényelnyelési spektrummal
rendelkezd, 90%-0s kvantum hatékonysagu chip végezte. A detekticid érzékenységének
novelése érdekében valtoztathatd, 512x512 pixeles felbontasu, 26x26 pum pixel méretl
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felvételek késziiltek, lasstt szkennelési mdodban. Az expozicidés idé 60 masodperc volt, a
képfeldolgozashoz az IndiGo programot (Software Version 2.0.5.0, Berthold Technologies,
Germany) hasznaltuk. A bemutatott képekhez a felvett fotok koziil a legmagasabb detektacios

jelintenzitassal rendelkezdket valasztottuk ki minden egyes kisérletbol.

7. Ozmotikus stressz vizsgalata
Az uborkandvények leveleinek setjnedvei ozmolalitasanak (C) meghatarozasat Martonvasaron

végeztiik el, Dr. Kocsy Gabor tudomanyos tanacsado (ATK, MezOgazdasagi Kutato Intézet,
Martonvasar) és Dr. Iman Mirmazloum egyetemi adjunktus kozremiikodésével. A
mérésekhez fagyaspont mikro-ozmométert (Osmomat 030-D; Gonotec, Berlin, Germany)
hasznaltak, a mérési modszer hatterében a hig oldatok koncentracio fiiggvényében
bekovetkezd fagyaspontcsokkenése all, amely aranyos az ozmolit tartalommal (Bajji et al.,
2001). 0,5 g friss novényi levelet (kezelésenként harom technikai ismétlésben) folyékony
nitrogénben, el6hiitott dérzsmozsarban eldorzsoltek, majd 0,1 grammonként 500 ul Milli-Q
desztillalt vizet adtak a mozsarak tartalmahoz. Ezt kovetéen a szuszpenziot
centrifugacsdvekbe toltotték, 30 masodpercnyi vortexelés utan 30 percig 14000 RPM-en
centrifugaltdk, a feliiliszonak az ozmolit tartalmat hataroztdk meg, mintdnként 5 parhuzamos
mérést végezve. Az ozmotikus nyomas (OP- ozmotikus potencial) (MPa) =-c (Osmolxkg
1%2.58x107 formuldval lett kiszamitva (Szira et al. 2008). Harom technikai és két biologiai
ismétlés volt.

8. A kapott adatok statisztikai értékelése

A kapott adatok kiértékelését a Microsoft Excel 2013 (Microsoft Corporation, 2013)
tablazatkezel programmal végeztiik (atlag, szoras, grafikonok szerkesztése). A statisztikai
elemzésként hasznalt korrelacio (Pearson korrelacio) és egyszempontos ANOVA analizist és
az ehhez kapcsolédd homogenitds vizsgalatot (Levene teszt), a normalitds vizsgélatot
(Shapiro-Wilk teszt), tovabba a posthoc Tukey-b tesztet az IBM SPSS Statistics (2015, USA),
valamint az R (R Development Core Team 2015) programokkal készitettiik el,

eredményeinket p<0,05 szignifikancia szint mellett hasonlitottuk &ssze.
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EREDMENYEK

1. Novekedési paraméterek ¢és fotoszintetikus aktivitas mérések eredményei
tozegkeverékben nevelt uborka novényeken
Héarom szabadfoldi (’Szatmar’, ’Szenzacid’, ’Joker’) és harom iiveghazi (’Americana’,

"Prior’, ’Oitol’) uborkafajtat vetettiink el tézegkeverékben, majd csapvizzel locsoltuk
kétnaponként a palantakat. A 28 napos névényeknek mértiik a hajtashosszat, a fotoszintetikus
aktivitasat és a novényenkénti dsszlevél feliiletét. A nevelés soran néhany novény elpusztult,

ezért valtozo elemszamu minta 4allt rendelkezéstinkre.

Az liveghdazi fajtdk magasabb hajtashossza az oldalnézetbdl készitett fotokon is jol lathato (8.
abra). Az’ Oitol’ fajta atlag magassaga (9/a abra) szignifikansan nagyobb volt a tobbi fajtahoz
képest. Szignifikansan nagyobb értékkel rendelkezik még a *Prior’ fajta is, a legalacsonyabb
novekedésii a ’Szenzacid’ fajta volt. A palantak betakaritasanak idején 1évé novekedés

stddiumban kacsok még nem voltak a névényeken.

Sratmébr Szenzheid

Americana Prior

8. abra. Tézegkeverékben nevelt uborkafajtak oldalnézetbdl készitett felvételei. A
fényképek 28 napos novényekrdl késziiltek. A képeken megfigyelhetd a fajtak

palantainak eltéré magassaga.
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9. abra. Tézegkeverékben nevelt uborkafajtak (a) hajtashossz értékei; (b)
fotoszintetikus aktivitas és (C) novényenkénti osszlevélfeliilet értékei. Az ,,a”
grafikonon az A érték a fotoszintetikusan aktiv sugarzast fejezi i
(Photosynthetically Active Radiation =PAR, pmolm-2s?)

A fotoszintézis aktivitasanak (A érték) megallapitasara az IRGA rendszeri LCi berendezést
hasznaltuk. A ’Prior’ fajta rendelekezett szignifikansan magasabb értékkel a tobbi fajtatol,

legkisebb értéke a ’Oitol” fajtanak volt (9/b abra). Az 6sszlevélfeliiletet tekintve az tiveghaziak
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rendelkeztek szignifikansan nagyobb Ossszlevélfeliilettel, mint a szabadfoldiek. Az ’Oitol’
fajta értéke mar 6nmagaban kitlint az adatsorbdl a tobbihez képest. Legalacsonyabb atlaggal

a’Szenzacio’ ’Joker’ és a ’Szatmar’ szabadfoldi fajtak rendelkeztek (9/c abra).

1. Morfologiai paraméterek vizsgalata perlitben nevelt uborkafajtakon
Héarom szabadfoldi (’Szatmar’, ’Szenzacié’, ’Joker’) és harom iiveghazi (’Americana’,

"Prior’, "Oitol’) uborkafajta palantait az Anyag és Mddszerek fejezetben leirtak szerint perlit
kozegben neveltik. A 21 napos ndvények hipokotil hosszat, sziklevelek feliiletét,
gyokérzetének hosszat (10. abra), ezt kovetden a palantak hajtasanak és gyokérzetének
szarazanyag-tomegét mértiik le (11. abra). A nevelés soran néhany ndvény elpusztult, ezért
valtoz6 elemszamt minta allt rendelkezésiinkre. A hipokotilhosszok esetén szintén két csoport
kiilonithet6 el (10/a abra), itt az tiveghdzban hajtatottak rendelkeztek nagyobb értékekkel,
mint szabadf6ldben termesztett tarsaik. Kimagaslo értékkel az *Americana’ fajta rendelkezett,
a legalacsonyabbal a *Szatmar’. Ami a sziklevelek feliiletét illeti (10/b abra), a szabadf6ldben
termesztett fajtak kisebb mérete jol elkiilonithetd az {iveghazban neveltek nagyobb

szikleveleit6l.

A legnagyobb gyokérhossz méretet a *Szenzacio’ hibrid adja, de a *Joker’ és a *Szatmar’ is a
nagyobb gyokerhosszal rendelkeztek. Az tiveghazi hibridek ugyanakkor kisebb gyokérhossz
értékeket mutattak. A 10/c abra alapjan allithatjuk, hogy a szabadfoldi fajtak gyokere

jellemzben hosszabb.
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10. abra. Perlitben nevelt uborkafajtak (a) hipokotilhossz; (b) sziklevélfeliilet (c)
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gyokérhossz értékei.

Az iveghazi fajtak hajtas szarazanyag-tomeg értékei szignifikansan magasabbak a

szabadfoldieknél, a két fajtacsoport jol elkiiloniil egymastol (11/a), a gyokérzet szarazanyag-

tomeg értékei esetében viszont nem figyelhetd meg egyértelmii kiilonbség a két fajtatipus

kozott (11/b abra).

55



100

— 90 cd g
oo
E 80 cd
= bc
70
5 b
< 60
S
z 50
[ a
s 40
®
3 30
8
=20
14
I
10
0
Szatmdr  Szenzdcio Joker Americana Prior Oitol
a Fajtak
25
=5 d
£
an 20
-7}
£ C C
1‘9
%15 bc
-
o
E a
‘E 10 a
-
o
2 5
0
>
6]
0
Szatmar Szenzacio Joker Americana Prior Oitol
Fajtak

11. abra. Perlitben nevelt uborka fajtak (a): hajtas szarazanyag-tomeg; (b): gyokérzet

szarazanyag-tomeg értékei.

A hipokotilhossz és a sziklevélfelillet (r=0,86, p<0,01) és a hajtas szaraztomeg ¢s

sziklevélfeliilet kozott (r=0,739, p<0,01) pozitiv korrelacio all fenn (12. abra).
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12. 4bra. Perlitben nevelt uborka fajtak sziklevélfeliilet hipokotilhossz €s hajtas

szarazanyag- tomeg kozotti korrelacid-analizis eredményei.

EITe—.
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3 A tapanyagellatottsag mértékének hatisa a két fajtcsoport novekedési
paramétereire
Héarom szabadfoldi (’Szatmar’, ’Szenzacid’, ’Joker’) és harom {iiveghdzi (’Americana’,

"Prior’, ’Oitol”) uborkafajtat vetettiink el perlittel bélelt, cserepekbe helyezett kézetgyapot
kockéban. A palantak tapoldatozasuk kétnaponta tortént, cserepenként 250 ml 0,125x és
0,5xHG oldattal. A vetéstdl szamitott 21. napon tortént a névények feldolgozasa, hajtashossz,
hipokotilhossz, hajtds szdrazanyag-tomeg ¢és ndvényenkénti Osszlevélfelillet lett
meghatarozva. A nevelés soran néhany novény elpusztult, ezért valtozo elemszamu minta allt

rendelkezéstinkre.

A novényekrol késziilt feliilnézeti fotokon is jol lathatod a két fajtacsoport ndvekedésében a
kiilonbség. Az iiveghazi fajtdk magasabb novésiiek és terebélyesebb lombozattal

rendelkeznek, mint a szabadfoldi tarsaik (13. abra).

A hajtashossz tekintetében az alacsonyabb tapoldaton nevelt névények méretei kdzott nem
volt sziginifikans kiilonbség, azonban a 0,5xHG alkalmazasa mellett az {iveghazi fajtaknal
nagyobb hajtashossz értékkel rendelkeztek (14/a abra). A hipokotilhossz esetében a
kiilonbségek a két fajtacsoportnal a kiilonbozd toménységli HG oldatok alkalmazasanal nem

volt egyontetti (14/b abra).

crer

tomegei kozott szignifikans eltérés a ’Joker’, Szatmar’ és Americana’ fajta esetében volt
utobbi javara (14/c abra). Ellenben a normal tapoldatnak szamit6 0,5xHG oldattal kezelteknél

a szabadfoldi €s az iiveghazi fajtak kozott szignifikans eltérés volt az iveghazi fajtak javara.
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13.4abra. A 0,125x ¢és a 0,5<HG oldattal tapoldatozott
(A) szabadfoldi; (B) tiveghazi uborkafajtak egyedei feliilnézetb6l. A képeken lathato az

iiveghazi fajtak erdteljesebb lombozattal rendelkeznek kiilondsen a 0,5xHG tapoldatozast

kovetden.
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14. abra. Perlitben nevelt uborkafajtak (a): hajtashossz; (b): hipokotilhossz; (c):

szaraztomeg; (d): novényenkénti osszlevélfeliilet értékei 0,125% és 0,5xHG

oldattal torténé tapoldatozast kdvetden.
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Az osszlevélfeliiletek kiilonbségei a két fajtacsoportnal kevésbé voltak egységesek. A
0,125xHG oldattal kezelt ndvények esetében az tiveghézi fajtdknak nagyobb Oszlevélfeliilet
értékei voltak, amely nem volt szignifikans. A 0,5xHG oldattal kezelteknél az {iveghdziak
szignifikansan nagyobb levélfeliilettel rendelkeznek a szabadfélieknél (kivéve a ’Szatmar’-
’Americana’ k6zott), mig a legnagyobbat az ’Oitol’ {iveghazi fajta esetében mértiik (14/d
4bra). Osszességében elmondhato, hogy a 0,5xHG oldattal 6ntdzott ndvényeknél a vizsgalt
novekedési paraméterekre az liveghazi fajtaknal altalaban magasabb értékeket kaptunk.

4.1 In vitro koriilmények kozott nevelt uborkafajtak ABA érzékenységének vizsgalata
A hat fajtabol 15-15 db magot vetettiink el 5 uM ABA ¢és kontroll mock oldattal torténd
kezelésekhez. Az alkalmazott kisérleti koriilmények mellett a ’Szenzacid’ fajta magjai
rendkiviil vontatottan csiraztak mindkét esetben. Ezért ebbdl a fajtabol nem tudtunk a

statisztikai elemzéshez sziikséges szamu adatot nyerni, igy a fajtat kivettitk méréseinkbdl.
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15. abra. Petri- csészében nevelt 7 napos uborkafajtak egyedei, kiteritett”
allapotban (,,A”:5 uM ABA, illetve ,,K”: kontroll/ mock oldattal kezelt).
Az ABA mindegyik fajta esetében gatolta a gyokérmegnyulast.
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16. abra. Petri-csészékben nevelt 7 napos uborkafajtak feliilnézetbol (,,A”: 5 uM
ABA, illetve ,,K”: kontroll/mock oldattal kezelt). Az tiveghazi fajtak

hajtasndvekedését az ABA jol lathatoan visszafogta.
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17. abra. In vitro koriilmények kozott nevelt uborkafajtak: (a) a gyokérhossz és
(b) hajtasok friss tomegeinek értékei. A csirandvények kezelése 5 uM ABA,

illetve mock oldattal tortént.

Az abszcizinsav szamos fejlodési és novekedési mechanizmust iranyit a ndvényekben. Egyik
jol ismert hatasa a gyokérmegnyulast érinti. Kiilsdleg alkalmazott ABA oldattal kezelt
csirandvények esetében a bekdvetkezd gatlas meghatarozasa segithet a hormonérzékenység
kimutatasaban (Thole et al. 2014). Kisérleteink soran a 7 napos csirandvények gyokérhosszat
¢és a hajtasok friss tomegét hatdroztuk meg. Ami a gyokérzet hosszat illeti, az dsszes fajta
esetében szignifikans kiilonbség volt kimutathatdé a hormon hatésara, kiilondsen a ’Szatmar’
"Joker’ és *Prior’ fajtak esetében figyelhettiink meg erélyesebb gatlast. A gyokérmegnyulast
illetdleg az alkalmazott hormon hatdsa kiilonb6zd mértékii. Az ABA oldat a ’Szatmar’ és a
"Joker’ fajtak eleve erdteljesebb gyokérndvekedésére fejtette ki leginkabb gatld hatasat (15.,
17/a éabra). Az 17/b éabra alapjan a szabadfoldiek hajtasa nem reagalt ABA-ra, de az
iiveghaziak novekedését visszafogta. A hajtds novekedés tekintetében, szignifikans eltérés
volt az liveghazba hajtatott "Prior’ és ’Oitol’ €s ’Americana’fajtaknal a kezelt és kontroll
vonalak kozott, ez a fajtak erélyesebb hormon érzékenységet mutatta, ami szemmel is jol

lathato volt a Petri csészékrol késziilt feliilnézeti képeken (16. abra).
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4.2 Perlitben nevelt uborkafajtak dehidrin génjeik expressziéja kiilsoleg alkalmazott
ABA oldattal torténé egyszeri kezelés soran
A dehidrinek az ozmotikus stressszvalasz jellemzden kifejez6d6 molekularis markerei, az

abszcizinsav hatassal van expresszidjukra (Hanin et al., 2011). A CsDHN2 és a CsSDHN3
dehidrin gének expresszidjat vizsgaltuk kiilséleg alkalmazott abszcizinsav (ABA) hatasara. A
hagyomanyos (szemi-kvantitativ) RT-PCR és kvantitativ RT-PCR eredményei alapjan
elmondhato, hogy a CSDHN2 gén indukcidja erésebbnek bizonyult az ABA Kezelés hatasara
(18. és 19. abra). A CsDHN3 expresszidja a levélszovetben kontroll koriilmények kozott is
erds volt, igy vélhetdleg kisebb szereppel bir maga a gén az ABA altal szabalyozott
stresszvalaszban a vizsgalt genotipusokban. A RT-qPCR eredményei az Osszes vizsgalt
dehidrin gén esetében erdteljesebb expressziot mutattak az ABA kezelés hatasara a CsAct7
referencia génhez viszonyitva. A CSDHN2 gén esetében az indukcid erésebb volt, mint a
CsDHN3 génnél. A 18. abra alapjan elmondhatd, hogy az ABA hormonra féleg DHN2
indukalddik, a DHN3 kozel egyenletesen expresszal. A fajtak kozotti kiilonbség nem volt
szignifikans.

Americana Oitol Prior Szatmar Szenzacio Joker

A M C A M C A M C A M C A M C A M C

CsAct7

CsDHN2

'/4‘ 3 ﬁ' .

18. abra. Perlitben nevelt uborkafajtak CSDHN2 és CSDHN3 génjeinek
szemikvantitativ RT-PCR eredményei egyszeri ABA kezelést kovetden. A:
ABA kezelt, M: mock oldattal kezelt, C: desztillalt vizzel kezelt mintak.
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19. abra. Perlitben nevelt uborkafajtdak CSDHN2 és CsSDHN3 génjeik kifejezdédésének
mértéke egyszeri ABA kezelést kovetden (az abran az ABA kezelt novényekbdl vett mintak
analizisének eredményei vannak feltlintetve a kontrol novények értékeihez és a CsActin7-
hez viszonyitva) a sorrend a szemikvantitativ RT-PCR eredményekével azonos. A:
Americana, O: Oitol, P: Prior, Sza: Szatmar, Sze: Szenzacio, J: Joker (RT-qPCR

eredményeket AACT modszerrel hataroztuk meg).

5. Kiilonb6zo koncentracioji Hoagland oldattal kezelt uborkafajtak vizsgalatai

5.1 Morfologiai paraméterek vizsgalatai
Két uborkafajtat (iveghazi *Oitol’, szabadfoldi *Joker”) vizsgaltunk 6t kiilonboz6 toménységi

Hoagland oldattal (0,5x%, 1%, 1,5x%, 2x, 2,5xHG) torténd tapoldatozast kdvetden. A két fajta
novekedése kozott jelentds kiilonbséget talaltunk, ez a 21 napos uborkandvényekrol késziilt
felvételeken is latszik, a ’Joker’ fajta kisebb méretli ,,Jlombozattal” rendelkezik, mint az
’Oitol’. (20. abra). Hajtashossz, hipokotilhossz és 6sszlevélfeliilet értékek szerint is az *Oitol’
fajta szignifikdnsan gyorsabban nétt, mint a ’Joker’ (21/a,b,c abra). Kiilonb6z6 tapanyag
ellatottsag mellett a fajtakon beliill ugyanakkor szembedltld kiilonbség a novények

novekedésében nem volt tapasztalhato.
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20. abra ’Oitol’ és *Joker’ uborkafajtak kiilonbdzo toménységii Hoagland oldattal torténd
tapoldatozast kovetden (0,5 - 2,5xHG). Az *Oitol’ fajta nagyobb lombozata szemmel

lathato volt.

66



12

10

Hipokotilhossz (cm)
N @
S
—
[}
o
[+}])
o
—_—
—l

Oitol Joker

a 05HG =1HG W15HG = 2HG =2,5HG

18

: ]Ifi

[
]

-

o
©

5}
5}

Hajtashossz (cm)
0o
—
—
—
—
—

Qitol Joker
b 0,5HG 1HG 1,5HG 2HG m2,5HG

~
o
=]

cde

IS

(=]

(=]
—

abc

1% =}
Q (=]
o (=]
o
@
— 0
o
—
-y

abc

w
=]
=]

Osszelevélfelillet (mm?)

N

(=]

(=]

o

[+
o

—

—

-
=)
=]

o

Oitol Joker

c 0,5HG 1HG 1,5HG 2HG 2,5HG

21. abra. Oitol’ és ’Joker’ uborkafajtak (a): hipokotilhossz; (b): hajtashossz és (¢):
osszlevélfeliilet értékei kiilonbozo toménységti Hoagland oldattal tapoldatozast kvetéen

(0,5% - 2,5xHG).

A hipokotilhossz és hajtashossz alapjan az ’Oitol’ fajta novekedését az alkalmazott két
legmagasabb tapoldat koncentracié (2x és 2,5xHG) a maximalis ndvekedéshez képest
(1xHG) mar gatolta.(21/a,b abra). Az Osszlevélfeliilet értékek esetében az ’Oitol’ fajta
szignifikansan nagyobb értékekkel rendelkezik a *Joker’ fajtahoz képest mindegyik tapoldat
koncentracional. Azonban a kiillonboz6 toménységli tdpoldatok alkalmazasa egyik fajta

esetében sem okozott szignifikans dsszlevélfeliilet valtozast (21/c abra).
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5.2 Oxidativ stresszre jellemzé molekularis markerek vizsgalatai

5.2.1 Gvajakol peroxidaz (POD) enzim aktivitasa
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22. abra. ’Oitol” és’Joker” uborkafajtak gvajakol-peroxidaz aktivitasa kiilonb6z6

toménységii Hoagland oldattal t6rténé tapoldatozas kovetden (0,5% - 2,5xHG).

A gvajakol peroxidaz aktivitds mérése az Anyag és moddszerben ismertetett eljaras szerint
tortént meg: Maga a mérés a frissen szedett 21. napos névények (’Oitol’, *Joker’) leveleibdl
tortént. A 22. abran is jol lathat6, hogy fajtdkon beliil a kezelések kozott a 2,5xHG
tapoldatozast kovetden ugrik meg az enzimaktivitds értéke, a fajtdk kozott szignifikans

kiilonbség azonban nem mutathato ki.

5.2.2 Antioxidans kapacitas (FRAP) mértéke
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23. abra. ‘Oitol’ és ‘Joker’ uborkafajtak FRAP értékei kiilonboz6 toménységii Hoagland
oldattal torténé tapoldatozast kdvetéen (0,5% - 2,5xHG).

Az antioxidans kapacitas meghatarozasa a FRAP modszer alkalmazasaval tortént meg (Benzie

és Strain, 1999). A ’Joker’ fajta a standard, 0,5xHG, és megemelt tapoldatozas mellett is
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szignifikansan alacsonyabb FRAP értékekkel rendelkezik, mint az ’Oitol’. Fajtan beliil
mindkét esetben az 1,5x, 2x és 2,5xHG kezelés esetében szignifikdnsan magasabb FRAP
értékeket kaptunk, mint 0,5x és az 1xHG kezelés soran (23. abra).

5.2.3 Malondialdehid (TBARS/MDA) tartalom
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24. 4bra. ‘Oitol’ és ‘Joker’ uborkafajtadk MDA értékei kiilonb6z6 toménységi
Hoagland oldattal torténé tapoldatozast kovetéen (0,5% - 2,5xHG).

A lipidperoxidacié melléktermékként megjelend MDA mennyiségét az Anyag és modszerek
fejezetben leirt modszerrel hataroztuk meg. A ’Joker’ fajta esetében szignifikdnsan magasabb
MDA értékeket kaptunk az Osszes kezelést illetdleg. Fajtakon beliil is tapasztalhato volt
kiilonbség az eltér6 toménységiit HG oldatok alkalmazasa utan az eredményeket tekintve. Az
’Oitol” és ’Joker’ fajtanal is a tapoldat koncentracié novekedésével a MDA tartalom
szignifikdnsan nétt (24. abra). Mindkét fajta esetében kimutathatod volt, hogy a levelekben
lezajlodo lipidperoxidacié mértéke és az alkalmazott magasabb tapoldat koncentracio kozott
pozitiv korrelacio all fenn (Joker esetében a korreléacio értéke r= 0,658 p<0,04; Oitol esetében
r=0,543, p<0,02)). A MDA tartalom és a FRAP érték kozott kozepesen negativ korrelacio all
fenn (r=-0,562, p<0,01, 25. 4bra).
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25. abra. Az MDA értékek és a FRAP értékek kozott elvégzett Pearson féle korrelacio
analizis eredménye (r=-0,562, p<0,01).

5.3 Ozmotikus potenciil meghatarozasa

cre

oldatokkal torténé tapoldatozast kovetden, az ozmotikus potencial meghatarozasaval tortént
meg. Eredményeinket tekintve a ’Joker’ fajta rendelkezett szignifikdnsan alacsonyabb
ozmotikus potencial értékekkel mind az 6t HG tapoldatozast kovetden, mint az ’Oitol” (27.
abra). Fajtakon beliil is szignifikans kiilonbség volt, a toményebb (2-2,5xHG) Hoagland
oldatokkal torténd kezelés mindkét fajtanal alacsonyabb ozmotikus potencialt eredményezett.
Ennek alapjan elmondhato, hogy a hasznalt tapoldatok tapelem koncentracidja és a
ndvényeken mért ozmotikus potencial értékek kdzott erds negativ korrelacio all fenn (*Oitol”

r=-0,639, p<0,001; *Joker’: r=-0,971, p<0,001, 26. abra).

Oital loker

Qzmobkus potencial [Py
e
Chimsalibus potencal (0]
sl

L] L]

26. abra. Az ozomotikus potencial (OP) értékek és a hasznalt tdpelem koncentraciok kozott

elvégzett korrelacio analizis eredményei.
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Levelek ozmotikus potencial értékei (MPA)

27. abra. ‘Oitol’ és ‘Joker’ uborkafajtak leveleinek ozmotikus potencial értékei
kiilonbozo toménységli Hoagland oldattal torténd tapoldatozast kovetden (0,5 -
2,5xHG).

5.4 Antioxidans enzimeket és dehidrin fehérjéket kodolé gének expresszidjanak
vizsgalata

OITOL JOKER

0.5 HG 1.0HG 1.5HG 20HG 25HG 0.5HG 1.0HG 1.5HG 2.0HG 25HG

28. abra. Az “Oitol’ és ‘Joker’ uborkafajtak CSDHN3, GR1, GPX1, APX1 és Actin 3

torténd tapoldatozast kovetden (0,5% - 2,5xHG).

Ot, kiilonbozé toménységli Hoagland oldattal tapoldatozott ’Oitol’ és ’Joker’ uborka
novényeken dehidrin gének és néhany antioxiddns enzim génjének transzkriptum analizise
tortént meg. Az uborkéban négy dehidrin fehérjéket kodolo gén (CsDHN) talalhato, melyek
expresszidja abiotikus stresszek hatasara erételjesebb lesz (Zhou et al., 2018). Ennek a négy
DHN génnek (CsDHN1, CsDHN2, CsDHN3, és CsDHN4) az amplifikacidjat végeztiik el az
levél mintakon RT-PCR-rel. A négy DHN gén koziil csak a CsSDHN3 kifejezédését sikertilt
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bizonyitanunk, a tobbi DHN gén esetében nem kaptunk terméket. A CSDHN3 gén szemi
kvantitativ RT-PCR eredményei alapjan elmondhat6, hogy az ’Oitol’ fajtanal az expresszid
kiilondsen erdteljes volt a 1,5%, 2x és 2,5xHG oldatokkal tapoldatozott novényeknél. Ez a
trend a ’Joker’ fajtandl nem volt megfigyelhetd, a megemelkedett tipanyag mennyiség nem
befolyasolta a CSDHN3 gén aktivitasat (28. abra). A qPCR analizis eredményei ezt
nagymértékben alatdmasztjak. A kvantitativ modszerrel szignifikdns kiilonbség volt

crer

novények esetében(29/A abra).
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29. abra. Az ’Oitol’ és *Joker’ uborkafajtak (A) CsAPX1; (B) CsGPX1; (C) CsGR1 és (D)
CsDHN3 gének relativ normalizalt expresszidja (AACT modszer) kiillonbozo toménységii

Hoagland oldattal t6rténd tapoldatozast kovetden (0,5% - 2,5<xHG).
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Az antioxidans enzimeket kodolo gének expresszidjanak vizsgalata érdekes eredményt adott.
Az APX1 gén expresszidja az *Oitol’ fajtanal a ,,normal” (0,5xHG) tapoldatozasanal alacsony
expressziot ad, mig a toményebb Hoagland oldatokndl a gén kifejezddése ugrasszeriien
megnd, mintegy négyszeresére az 1.5xHG ¢€s toményebb Hoagland oldatokkal tortént kezelést

kovetden. A ’Joker’ fajtanal minden esetben magas kifejezodés jellemzi a vizsgalt gént.

A GPX1 és a GR1 gének esetében a két fajta kozott markans kiilonbségek lathatok. Az *Oitol’
fajtanal nem lathatdo nagyobb expresszid az egyre toményebb Hoagland oldattal torténd
tapoldatozas utan. Ellenben a ’Joker’ fajtanal erdteljesebb a gének kifejezodése, raadasul az
expresszido mértéke a tapoldat toménységével egyiitt nd. A 2,5xHG oldattal 6ntdzott *Joker’
uborkandvények esetében kiugroan magas értékeket kaptunk, a szignifikans kiilonbségeket az
eredményeken elvégzett Tukey teszt igazolta (pb0.001 Tukey test, Bio-RadCFX Maestro
built-in Software, 29/B,C,D abra).
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5.5 Lipid peroxidacio mértékének vizsgalata biofoton emisszio méréssel

Oitol
0.5 x HG

Oitol
1.0 x HG

Oitol
1.5 x HG

Oitol
2.0 x HG

Oitol
2.5x HG

Joker
0.5 x HG

Joker
1.0 x HG

Joker
1.5 x HG

Joker
2.0 x HG

Joker
2.5 xHG

30. abra. ‘Oitol’ és ‘Joker’ uborkafajtak leveleirdl késziilt biofoton emmiszids felvételek
kiilonbozd toménységli Hoagland oldattal torténd tapoldatozast kovetden (0,5x - 2,5xHG). .
A képalkoto berendezés a fotonok mennyiségét vizualisan pszeudoszinezéssel hasonlitotta

Ossze 4092 felbontasu szinskalan, amely a jobb oldalon lathato.
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31. abra. ‘Oitol’ és ‘Joker’ uborkafajtak biofoton emisszio képalkoto analizis mennyiségi
eredményei (masodpercenként kibocsajtott foton mennyisége: count per second CPS)
kiilonb6zd toménységli Hoagland oldattal torténd tapoldatozast kovetden (0,5% - 2,5xHG).

Az eredmények a lipidperoxidaciéo mértékére utalnak.

A lipidperoxidécios folyamatok vizsgalatdhoz az MDA modszer mellett, kiegészitésként az
ultra-gyenge biofoton emisszié (UPE) képalkotd analizist alkalmaztuk. Az uborkandvények
leveleirdl késziilt felvételeken (30. abra) alapjan lathatd a *Joker® fajta erélyesebb oxidativ
kovetden a levelekbdl a masodpercenként tavozo biofotonok szdma is meghatarozasra keriilt
(CPS értek: count per second). Ezaltal a szabad szemmel nem lathat6 kiilonbségek is jol
kimutathatéva valnak. Az ’Oitol’ fajta esetében a kiilonbozd kezeléseknél kapott értékek
kozott nincs szignifikans kiilonbség, a felvételeken latottaknak ez nem mond ellent (30, 31.
abra). A ’Joker’ fajtanal a legalacsonyabb érték a 0,5<HG kezelésnél sziiletett, a kovetkezo
értékcsoportot a 1x, 1,5%, valamint a 2xHG oldattal kezelt novények adjak, a kiugréoan
legmagasabb érték a 2,5xHG kezelés soran keletkezett. Ez arra enged kdvetkeztetni, hogy a
*Joker’ fajta oxidativ karosodasa jelentdsen nagyobb, mint az ’Oitol’ fajta¢ kiilondsen a
legtoményebb, 2,5xHG tdpoldatozas esetében. Osszefoglalva eredményeinket elmondhatjuk,
hogy a normal és emelkedd tapoldatozasnal az ’Oitol’ antioxidans kapacitasa jellemzéen
nagyobb, lipidperoxidacioja kisebb a *Jokernél’. Koncentraltabb tapoldatozas az *Oitolban’ a

DHN3 gén expressziojat specifikusan megndveli.
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KOVETKEZTETESEK
1. Elettani kisérletek tézegbe vetett uborkak esetében

1.1 Morfolégiai paraméterek
A kisérletek soran harom iiveghazi és harom szabadf6ldi uborkafajtat hasonlitottunk Gssze a

vizsgalt novekedési paraméterek (hipokotilhossz, hajtashossz, gyokérhossz, szarazanyag-
tomeg, Osszlevélfeliilet, sziklevélfeliilet) alapjan. Feltételeztiik a kisérlet beallitdsakor, hogy
az tliveghazi fajtdk értékei magasabbak lesznek minden paraméter esetében, mint a

szabadfoldieké.

Irodalmi adatok szerint, jellemzéen az fiiveghazi fajtak intenzivebb novekedésiiek,
tamrendszeres termesztés mellett képesek magasra felktszni, igy novelik a tenyészteriiletiiket
¢és megfeleld tapanyagellatottsdg mellett a levélfeliiletiiket is, mely altal fokozodik az
asszimilacido mértéke. A ndvény szamara optimalis levélfeliilettel fokozodik a fotoszintézis
mértéke €s a termés mennyisége is néhet (Futd, 2003). Hajtashossz tekintetében az tiveghazi
fajtak altalaban magasabb értékeket adtak a szabadfoldiekhez képest, ez fokozott
megnyuldsos novekedésiikre utal. Az 0Osszlevélfeliilet értékek vizsgdlatakor szignifikans
kiilonbséget talaltunk a szabadfoldben termesztett fajtak és az tiveghazi fajtak kozott, utobbiak
rendelkeztek magasabb értékekkel. A mérések soran megfigyeltiik, hogy az ’Oitol’ iiveghazi
fajta értékei a hajtashossz mellett a levélszam és Gsszlevél feliilet tekintetében is magasabbak
voltak a tobbinél. Az Oitol’ névények azonos koriilmények kdzott tobb és nagyobb levelet
tudtak nevelni, mint a masik ot fajta egyedei. igy ez az iiveghazi fajta az alkalmazott
koriilmények kozott valdban erésebb megnyulasos novekedésti és valdsziniileg nagyobb
termés produkciora is lehet képes. A vizsgalt Joker’ hibrid ugyanakkor a szabadfoldi fajtakra
tipikusan jellemz6 modon viselkedett, megnytlasos novekedése és levélfeliilet kiterjedése is
visszafogott volt. A megnyulasos novekedésre tett megfigyelést a fajta tipusok eltérd igényei
okozhatjak. Az egyes szabadfoldi és tiveghazi fajtak mas-mas kornyezeti viszonyokhoz ¢és
nevelési koriillményekhez kell, hogy alkalmazkodjanak termesztéstechnoldgiajukbol adédoan.
fgy feltételezhetd, hogy emiatt masképp reagalnak az alkalmazott tipkozegekre és kontrollalt
nevelési koriilményekre (Ackerl et al. 2004).

1.2 A fotoszintetikus aktivitas mérése
Tobb kisérletben is alatamasztottak, hogy a levélfeliilet és a fotoszintetikus teljesitmény

kapcsolata jelentds a ndvekedésben és a termésképzésben is, illetve, hogy a megndvekedett
levélteriilet pozitiv hatéssal van a fotoszintézis volumenére. Igy a névény kondicioja javulhat,
betegségellenallosaga és stressztiirése is néhet (Vari, 2014; Skribanek et al. 2016). Jelen
esetben az egységnyi feliiletre vonatkozo fotoszintetikus aktivitast mértiik. A mérési
eredményeinket tekintve nem volt talalhat szignifikans kiilonbség a két fajtacsoport kozott.
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Az iiveghazi fajtdk egyedeinek fotoszintetikus aktivitdisa nem Vvolt magasabb a
szabadfoldiekénél. Eredményeink azt mutatjdk, hogy az A értékek minden fajta esetében
hasonloak, egyediil a ’Prior’ értékei haladjak meg a tobbi fajtaét. Ha az egységnyi feliiletre
juté fotoszintetikus aktivitasok kozel azonosak, a nagy levélfeliiletii fajtak teljes
fotoasszimilacios produkcio mértéke nagyobb lesz. Az ilyen tiveghazi fajtak nagyobb termés
produkciora lehetnek képesek, a szabadfoldi fajtaknal a tobb fotoasszimilatum magasabb
stressztlird képességet eredményezhet. Eredményeinket érdemes lenne tovabbi kisérletekkel

kiterjeszteni, tobb fajtan, nagy elemszami mintakon tovabb vizsgalni.

2. Elettani kisérletek perlitben vetett uborkak esetében

2.1 Morfologiai paraméterek
Kisérleteinket kontrolaltabb kdzegben folytattuk, perlitben torténé nevelést kovetden mértiik

a hat fajta novekedési paramétereit (Eredmények 2. fejezet). A fajtacsoportok kozotti
kiilonbségek itt is jol 1athatok. A hipokotilhossz esetében az iiveghazi, a gyokérhossz esetében
a szabadfoldi fajtdk adtak magasabb értékeket. Feltehetd, hogy az liveghazi fajtdknal
tapasztalt erdteljesebb megnyulasos novekedést a kontrollalt kornyezeti feltételek teszik
lehetdvé, mig a szabadfoldi fajtdknal a mélyre hatold gyokérzet biztosithatja a megfeleld viz
utanpétlast. Erdekes modon a sziklevélfeliiletet a megnyuldsos novekedéssel korrelalo,
érzékeny paraméternek talaltuk, ezt az adatokon végzet korrelacio analizis eredményei IS
alatdmasztottak. Ez az egyszerlien lemérhetd ndvényi rész a nemesitési vonalak

szelekcigjaban lehetdséget adhat a ndvekedési erély korai megallapitasara.

3. Tapanyagellatottsag hatasa 0,125x és 0,5x erdsségii Hoagland oldatok
alkalmazasaval
A kiilonboz6 Osszetételli tapoldaton nevelt uborkak esetében jelentds kiilonbségek voltak

tapasztalhatoak a morfologiai paraméterek tekintetében (Li and Cheng, 2015). A hajtashossz
mérések adatai jol aldtdmasztjdk azt a tényt, hogy az iiveghédzi uborkafajtdk nagyobb
megnyulasos novekedésre képesek (0,5<HG értékek). A tapoldat koncentraciod lecsokkenését
(0,125xHG) ugyanakkor jobban megsinylik, arra érzékenyebbek. A szabadfoldi hibridek
megnyuldsa 0,5xHG-on kisebb mértékii, de az 0,125xHG-on nem valtozik. A mért hipokotil
hosszak is hasonlé tendenciat mutattak, de kevésbé bizonyultak érzékeny paraméternek. A
hajtas szarazanyag-tomeg értékek normal (0,5xHG) tapoldatozasnal szintén az iiveghdzi
hibrideknél voltak magasabbak. Mivel a szdrazanyag-tomeg ¢€s hajtashossz kiilonbségei a
fajtacsoportok  kozott hangstlyosabbak az  osszlevélfeliilet kiillonbségeknél, ezért
feltételezhetd, hogy az iiveghazi fajtak erdteljesen megnytild szaraikban mutathatnak nagyobb
biomassza gyarapodast. A szarak biomassza értékeit azonban kisérleteinkben kiilon nem

vizsgaltuk. Az iiveghazi fajtak érzékenysége ¢és a szabadfoldi fajtak érzéketlensége a
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tapoldatkoncentracid csokkentésére minden mért paraméter esetében megmutatkozott.
Jellemzden az iiveghazi fajtdk erdsebb novekedésiiek, tdmrendszeres termesztés mellett
képesek magasra felkuszni, igy novelik a tenyészteriiletiiket (Futd, 2003). Eredményeink ezt
a tényt nagyban alatdmasztjak, tovabba az iiveghazi fajtak tapanyaghianyra val6é fokozotabb
érzékenységét is jelzik.

4. Kiilséleg alkalmazott ABA hormonnal torténé kezelés

4.1 In vitro Kkisérletek
A hajtas és gyokér novekedését szamos tényezé befolyasolja, tobbek kozott az abszcizinsav

(ABA) hormon gatolhatja azokat. Ebbdl kifolydlag a hormon kiilséleg torténd alkalmazasaval
az eldidézett gatlas mértékének vizsgélataval egy genotipus ABA érzékenysége, ezaltal a
stresszel szembeni tolaranciaja is jol demonstralhatd. Mindez a megvilagitastol fiiggetlen uton
zajlik, a novekedés gatlasa az aktiv gibberellinek (GA) bioszintézisének gatlasan keresztiil.
Ezt Arabidopsis thaliana novényeken végzett kisérletek is nagyban alatamasztjak (Lorrai et
al., 2018). Méréseink kezdetén azt feltételeztiik, hogy a szabadfoldon termesztett fajtak
esetleg érzékenyebben reagalnak a kiils6leg alkalmazott ABA-val torténd kezelésre. Az ABA
segiti a novényt a szaraz idészakokban a jobb alkalmazkodashoz a gazcserenyilasok
zarodasanak szabalyozasaval, valamint példaul a hajtas novekedés gatlasaval. Az tiveghazban
nevelt fajtdk kozel optimdlis feltételek mellett novekednek, emiatt esetiikben a
stresszhormonok hatasai kevésbé kell, hogy megnyilvanuljanak. Eredményeink alapjan
elmondhato, hogy az ABA kezelt és kontroll uborkafajtak gyokérhossz értékei kozott talaltunk
szignifikans kiilonbséget. A szabadfoldben termeszetett és {iveghazban hajtatott fajtak
valaszai kozo6tt azonban nem volt egyértelmii kiilonbség. A gyokérhossz értéket tekintve bar
a ’Szenzacid’ fajta kiugro értéket adott, sajnalatos modon ez a fajta tlirte a legkevésbé az in
vitro korilményeket, igy kevés szami minta allt rendelkezésiinkre az eredmények
értékeléséhez. A gyokér hosszdnak mérése alapjan tehdt nem talaltunk egyértelmi
bizonyitékot az ABA ¢érzékenység kiilonbségére, ami az eltérd stressztlir6képesseéget
magyarazhatna. A hajtas friss tomegének mérésébdl azonban az kdvetkeztetés vonhato le,
hogy az iiveghazi fajtak érzékenyebben reagaltak az abszcizinsavra. Ez a megfigyelés arra
utal, hogy esetleg a novények szoveti ABA koncentracidja lehet eltérd. Igy a szabadfoldi
fajtaknal az eleve (feltételezhetden) magasabb szoveti szintli ABA hatasaihoz képest kisebb
mértékil tovabbi ndovekedésgatlasi valaszt latunk kiilsé abszcizinsavas kezelésénél. A feltevést

a vizsgalt fajtak szoveti ABA koncentracidinak meghatarozasa valaszolhatja meg.
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4.2 A kiilsoleg alkalmazott abszcizinsav hatasa a CSDHN fehérjék kifejezédésére
perlitben vetett uborkaknal
A DHN géncsalad jelentds szerepét az abiotikus stresszvalaszban kutatasok bizonyitjak. A

dehidrinek abszcizinsav indukalhatosaga fehérje és mRNS szinten is jol tanulmanyozott
folyamat, szamos stresszfolyamatot kisér (Greather és Boddington, 2014). Kisérleteinkben a
kiils6leg alkalmazott ABA kezelés hatasara mindegyik vizsgalt fajta esetében a CSDHN2
dehidrin gén erdteljes indukcidja volt megfigyelhetd. A CSDHNS kifejezddése ugyanakkor a
kontroll ndvényekben is magas volt. A CSDHN3 mindenkori megemelkedett expresszidja
magyarazhatd azzal, hogy poszttranszlacios modositasokon keresztiil torténik mitkdésének
szabalyozasa. Maga a gén kifejez6dhet stresszmentes esetekben, de a géntermék a stresszek
fennallasakor 1ép miikdodésben. Ezt a jelenséget korabbi kutatasok is bizonyitottak (Kalemba
¢és Pukacka 2014; Kosova et al., 2014). A megfigyelésiink ugyanakkor jelentheti azt is, hogy
a géntermék feladata mas, nem vesz részt a stresszvalaszokban. Ellenben a CsSDHN2 dehidrin
traszkripcios szinten indukalodik ABA kezelés hatdsara. A dehidrinek fehérje szinti ABA
indukcidjat a tanszékiinkon folyd Western blot vizsgalatok eredményei alatimasztottak. A
dehidrinek fehérje szintli indukcidjaban kiilonbség volt fellelheté az iiveghazi és a
szabadfoldben termesztett fajtak kozott (Szegd et al., 2019), transzkripcids szinten azonban

hasonl6 kiilonbséget nem sikeriilt Kimutatni.

5. ’Oitol as ’Joker’ uborkafajtakkal végzett kisérletek eredményei kiilonb6z6
toménységii Hoagland oldattal torténé tapoldatozast kovetéen
A szabadfoldi és iiveghazakban torténd uborkatermesztés esetén 1ényeges kiilonbség van a

novények termesztési koriilményeiben. Az tiveghazi fajtak rendre nagyobb tapanyagigénnyel
¢s nagyobb méreti terméssel rendelkeznek, mint szabadfoldben hajtatott tarsaik. Utobbiak
azonban joval toleransabbak a kedvezOtlen koriilményekkel és a vizhiannyal szemben.
Kisérleteinkben a két eltérd termesztési tipusu fajtacsoport €lettani valaszai és az azok mogotti
molekularis kiilonbségek, mechanizmusok feltarasara torekedtiink. Elsoként a morfologiai
kiilonbségeket vizsgaltuk (pl. dsszlevélfeliilet, hajtas- és hipoktilhossz), ezt kovetden néhany
molekularis marker és génaktivitas kozott kerestiink kiilonbségeket. Kisérleteink soran eltérd
tapoldat koncentracionak tettiik ki a genotipusokat, mert a névényanyag jellegébdl adoddan a

valaszaikban kiilonbségeket vartunk.

5.1 Morfolégiai paraméterek és a tapanyagellatottsag
Korabban tobb kutatds iranyult az optimalis tdpoldat Gsszetételének €s a benne taladlhatod

tapelemek megfeleld beviteli formdjanak kidolgozésara szdmos nodvényfaj esetében

(Hoagland and Arnon, 1950; Ingestad, 1973). A vizsgalatainkhoz az egyik leggyakrabban

crer
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adott valaszokat figyeltiik a vizsgalt uborka tipusokban. Elsddlegesen novekedési valaszokat
vizsgéltunk, mert a ndvényeket érd stresszhatdsoknak az egyik legjobb indikéatora a gatolt
novekedés (Zhang et al., 2017). Feltételeztiik, hogy a tlzott tapanyagbevitelnek is lehet ilyen
hatdsa. Ugyanakkor irodalmi adatok szerint iiveghdzban nevelt uborkénal az altalanosan

crer

termésprodukciot, novekedést és hozamot eredményezett (Feleafel et al., 2014).

Ot kiilonbozd erésségti (0,5%, 1%, 1,5%, 2x, 2,5x) Hoagland oldattal torténd tapoldatozas
hatasanak vizsgalatat végeztiik el ’Oitol’ és ’Joker’ uborkafajtdkon. A tovabbiakban ezt a két
fajtat hasznaltuk, mert a korabbi kisérletek tapasztalatai alapjan ezek mutattak stabilan a két
termesztési tipusra jellemz0, eltéré névekedési tulajdonsagokat. A mért eredmények alapjan
megerdsitést nyert, hogy a két fajta koziil az ’Oitol’ rendelkezett szignifikansan magasabb
Osszlevélfeliilet értékekkel. A toményebb (1,5x, 2x, 2,5x) Hoagland oldat alkalmazasa
azonban nem eredményezett szignifikansan nagyobb levélfeliiletet egyik fajta esetében sem.
A hipokotilhossz és a hajtashossz mindkét fajta esetében 1xHG koncentracidig nétt, ez
azonban csak az ’Oitol” hipokotilhossz esetében volt szignifikdns. A novekedés hatterében a
tapanyagtobblet allhat. Az osszlevélfeliilet értékek a 2xHG koncentracioig néttek, 2,5xHG
esetében csokkentek, a kiilonbségek azonban nem voltak szignifikansak. A hipokotilhossz és
a hajtashossz értékek szerint a magasabb tapoldat koncentracioknal novekedés visszaesés
tortént, ami az ’Oitol’ fajta esetében szignifikans is volt. A magasabb koncentracioji (1,5x,
2x%, 2,5x) tapoldat esetében a novekedés visszaesés hatterében tobb tényez6 allhat. A tapoldat
ozmotikus hatasa kovetkeztében a vizpotencidl gradiens a talaj €s gyokerek sejtjei kozott
csokkent. A vizfelvétel igy gatlodik, a névényben ozmotikus stressz alakul ki (Zhang et al.,
2017), amely hatranyosan befolyasolja a novekedést. A tulzott tapanyagfelvétel az ionok
homeosztazisat is megbonthatja. Ez magyarazhatja, hogy a 2,5<xHG oldaton nevelt Oitol’
novények kisebb méretliek voltak, mint az 1xHG-al tapoldatozottak. A 2,5xHG oldaton nevelt
novények levelei sotétebb z61d szintiek voltak, mint az alacsonyabb koncentracioja oldatokon
nevelteké. Ez a megfigyelésiink azonban csak szemrevételezéssel tortént, klorofill tartalmat a
kisérletek soran nem meértiink. A sotétebb szin a nitrogdn NO3z™ formajaban torténd thlzott
bevitelével magyarazhato (Alan, 1989), amely a klorofill mennyiségének ndvekedését okozza

a levelekben, igy fokozott zold pigmentacio figyelheté meg (de Bever et al., 2012).

5.2 Oxidativ stressz és a stressztolerancia kapcsolata
Szamos stresszfolyamatot reaktiv oxigénformdk (ROS) megjelenése kisér a ndvényi
szervezetben (You és Chan, 2015). Ennek egyik kovetkezménye a sejtek, szovetek

karosodasa, ha a ROS magas koncentracioban vannak jelen. Ellenben alacsonyabb
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mennyiségii ROS szignal transzdukcids folyamatok beinditasaban és a stressz tolerancia

kialakulasaban vehetnek részt (Apel és Hirt, 2004; Goreta et al., 2008; Li et al., 2013).

A sejtszintli karosodas egyik fajtaja a lipidperoxidacio, amely soran malondialdehid képzddik,
ami kivalo markere a folyamatnak (Hegediis és Stefanovicsné, 2012; Zhang et al., 2008; Zhu
et al., 2008). Az oxidativ karosodas mértékébdl kovetkeztethetiink az adott fajta stressztiird
képességére. Niu és munkatarsai 10 uborkafajtan végzett kisérletei pédaul a malondialdehid

tartalom ¢és a sétiirés mértéke kozotti negativ 0sszefiiggést mutattak ki (Niu et al., 2018).

A szabadfoldben termesztett uborkafajtak magasabb stressztoleranciaval rendelkeznek, mint
az liveghazban neveltek (Szeg6 et al., 2019). Termesztési technologidjuk miatt ezeknek a
fajtaknak jobban kell alkalmazkodniuk a viszontagsagosabb koriilményekhez, mint
tiveghazban nevelt tarsaiknak. Az ket fokozottan érd, legjelentdsebb stressztényezok az
alacsony hoémérséklet ¢és a csapadékhiany. Az iiveghazban, gyakran talajmentes
termesztokozegben nevelt novények mads stressztényezdkkel szemben kell ellendllok
legyenck. Az ilyen kulturdkat jellemzéen intenziven tapoldatozzak, ami talzott
tapanyagbevitel altal okozott stresszt indukalhat. Feltételezésiink szerint az tiveghazi fajtak
ezzel a stresszel szembeni fokozottabban ellenalloak. Ilyen iranya vizsgalataink a
stressztolerancia oxidativ tényezdjére koncentraltak, mert a hasonld jellegii sostressz €s nitrat
stressz esetében jol ismert az oxidativ stressz komponens megjelenése. Eredményeink alapjan
"Joker’ fajtanal erbteljesebb oxidativ valaszt generalt, mint az tiveghazi ’Oitol’ esetében.
Magyarazatként szolgalhat az, hogy az iiveghdzi fajtdk esetében a rendszeres, intenziv
tapoldatozas hatasara, gyakran talajnélkiili kdzegben torténé nevelés soran ezek a fajtak
jobban alkalmazkodtak a tulzott tipanyagbevitelhez, mint a szabadf6ldiek. A megemelkedett
mennyiségli asvanyi anyagokat hatékonyabban hasznositjadk, gyorsabban ndvekednek. A
szabadfoldiek esetében a tulzott tapanyagbevitel erélyesebb stresszallapotot idézhet eld
(ozmotikus stressz, oxidativ stressz). Ha az tiveghazi fajta (’Oitol”) gyorsabban novekvé
szoveteibe hatékonyabban épitik be az asvanyi elemeket, ez magasabb ozmotikus potenciallal
jar egyiitt. A lassabban névé *Joker’ fajta szoveteiben a felesleges sok tarolodhatnak (pl
vakuolumokban), igy az ozmotikus potencial is alacsonyabb. A ’Joker’ fajtandl tapasztalt
alacsonyabb ozmotikus potencial értékeke mogott az allhat, hogy a fajta jobban akkumulalja
a feleslegben felvett ionokat, ellenben az ’Oitol’ fajtaval, amelynek fokozottabb
tapanyaghasznositasa révén kevésbé halmozodhatnak fel az ionok, igy ozmotikus stressz
kevésbé alakul Kki. Eredményeink alapjan elmondhat6, hogy a két fajta asvanyi

tapanyaggazdalkodasa kozott jelentés kiilonbség van. Az ozmolitok altal kialakitott
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ozmotikus egyensuly beallitdsaban (osmotic adjusment: OA) kiilonbségek valosziniisithetbek,

ennek vizsgalatdhoz azonban tovabbi kisérletek sziikségesek.

A malondialdehid (MDA) meghatarozas és az antioxidans kapacitas (FRAP) mérés
eredményei egyiittesen utalnak a két fajta kiilonboz6 tdpoldatozast kdvetden kialakulo, eltérd
tolerancidjara. Magasabb MDA tartalom erélyesebb lipidperoxidaciora utal, amely
0sszhangban van az alacsonyabb mértékii antioxidans kapacitas értékekkel. Vélhetdleg az
antioxidans rendszer kevésbé tudta kivédeni a megndvekedett tapanyagok hatasaként fellépd
oxidativ stresszt a ’Joker’ fajta esetében, kevesebb antioxidans mellett jobban kialakulhatott
a lipidperoxidacio a képzddd ROS vegyiiletek hatisara. Az oxidativ stressz kialakuldsat a
megnovekedett tapanyagkoncentracidé altal kivaltott ozmotikus stressz okozhatta, amely
mértéke a ’Joker’ esetében volt erélyesebb, amelynél alacsonyabb ozmotikus potencialt
okozott a toményebb Hoagland oldatokkal (1,5x%, 2x, 2,5xHG) torténé tapoldatozas. A
okozhatnak oxidativ karosodast. A tulzott mennyiségben bevitt nitrogén (N) nitrat formajaban
onmagaban is oxidativ stresszt indukal, szamos kisérlet ereménye ezt igazolja (Yang et al.,
2010; Zhang et al., 2017; Ueda et al., 2017; Chang et al., 2018; Sperling et al., 2019). A nitrat
csOkkenti az antioxidans rendszerek aktivitasat, ezzel a ROS vegyiiletek akkumulalodasat
segiti el6 (Kong et al., 2017). Szamos biologiai anyagcsere folyamatot spontan biofoton
kibocséjtas kisér. Tobbek kozot a lipidperoxidacios folyamatokat is aktiv biofoton emisszid
jellemzi. A biofotonok kibocséjatasanak mértékébdl kozvetve kovetkeztethetiink a vizsgalt
novény oxidativ allapotara (Birtic et al., 2011). A két fajta ("Oitol’ és ’Joker”) leveleirdl a
NightShade LB 985 kamera rendszer altal készitett felvételek segitségével jelentds kiilonbség
volt kimutathat6 a fajtak kozott, kiilonbozd toménységli Hoagland oldattal vald tapoldatozast
kovetden. A ndvekvo toménységli Hoagland oldat alkalmazéasa a *Joker’ fajta esetében erélyes
oxidativ stresszt valtott ki, mig az ’Oitol’-nal nem tortént szignifikdns foton kibocsatas
emelkedés. Ez lathatdé volt a felvételeken, amit a masodpercenkénti kibocsajtott foton
mennyiségek jol alatamasztottak. A dehidrinek nagymértékben segithetik az egyes abiotikus
stresszekkel szemben kialakul6 toleranciat. Kifejez6désiik mértéke szovetspecifikus, azonban
kiilonboz6 stresszhatasok erételjes expresszidjukat vonja maga utan (Allagulova et al., 2007;
Yu et al., 2018). Uborkaban négy DHN gént izolaltak (Zhou et al., 2018). Uborkafajtakban
dehidrin gének kiilonbozé mértékii expresszidjat figyelhettik meg vizmegvonas, valamint
kiilsdleg alkalmazott ABA hatasara (Szegé et al., 2019). Kisérleteinkben a DHN gének
kifejez0dését a ’Joker’ ¢és ’Oitol’ fajtdknal vizsgaltuk, fokozott tapoldatozas mellett. A

kisérleti koriilményeink mellett a CSDHN1, 2 és 4 gének kifejez6dése nem volt kimutathato.
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A CsDHNS3 gén expresszidjat ki tudtuk mutatni, ennek kifejezddése a *Joker’ fajta esetében
alacsony volt. Ennél a fajtanal a kontroll koriilmények és a tapelem stresszhatas soran mért
CsDHN3 gén expresszio mértékek kozott nem volt szignifikans kiilonbség. Ellenben az
’Oitol” esetében 1,5x HG tapelem koncentracional, és e folott a gén kifejez0dési szintjei mar
jelentdsen magasabbak voltak. A megfigyelés a DHN3 fehérje valosziniisitheté ozmotikus,
illetve oxidativ stressz ellen védé funkciojaval hozhato Gsszefiiggésben. A dehidrinek egyik
fo feladata a K szegmenshez kothetd, amely membranokhoz kapcsolodo szerepet lat el
(Abedini et al., 2017; Yu et al., 2018). Tovabba a DHN3 fehérje az SKn tipust dehidrinek
kozé sorolhatd, amelyek membranvédd funkcioval is rendelkeznek, igy a lipidperoxidacios
folyamatokat gatolhatjak. Ez a megallapitas jol illesztheté a lipidperoxidacid mértékére
iranyul¢ vizsgalataink eredményeihez. Az eredmények alapjan tehat a tulzott tapanyagbevitel
soran fellép6 stressz elleni védelemben valésziniisithetd a DHN3 fehérje szerepe. Igy az
"Oitol” fajtanal tapasztalt alacsonyabb szinti oxidativ karosodas (és biofoton emisszid) jol
megmagyarazhatoak. Magasabb CsDHN3 expresszid6 mellett az ’Oitol” fajta leveleiben a
megnovekedett tapelem koncentracio hatdsara kialakulo lipidperoxidécios folyamatok nem
voltak szamottevoek a *Joker *fajtahoz képest. A CsSDHN gének kifejez6dési mintazatat Zhou
¢és mtsai vizsgaltak 2018-ban, eredményeik alapjan a CSDHN2 és 3 gének kifejezdési
mintazatat hasonlonak talaltak, ami leginkabb a szar, termés, virag szoveteiben volt erételjes,
a gyOkérben, levelekben kevésbé. Eredményeik Osszevetheték a sajat adatainkkal, ahol
CsDHN3 gén mRNS-e alap tapoldat koncentracid esetén kis mennyiségben volt jelen a
levelekben. A DHN2 YnSKn tipust, glicinben és hisztidinben gazdag dehidrin, amely ROS
elimindlé funkcidval bir. Fokozott tapoldat stressz esetén azonban ennek a génnek az
indukcidjat nem tudtuk kimutatni. A CSDHN1 gén nem fejez6dott ki (valdszintileg
pszeudogén). A CsDHN4 kifejezddését levelekben talaltdk meg, ezt azonban mi nem tudtuk
megerdsiteni sem normal, sem megemelt tdpoldatozas mellett. Az idézett eredmények és sajat
adataink arra utalnak, hogy a négy uborka DHN fehérje szerepe biztosan kiilonb6z6 a névény
¢életében ¢és stresszvalaszai soran (Zhou et al., 2018). Ezek koziil kisérleteink a DHN3

kiilonleges szerepét bizonyitjdk magas tapelem ellatas okozta stressz esetén.

Mivel eredményeink a két vizsgalt fajta oxidativ stressz allapotaban jelent6s kiilonbségeket
tartak fel, vizsgéltuk az antioxidans rendszerekben szerepld gének kifejez0dését is. Az egyik
legfontosabb ilyen rendszer az aszkorbat glutation ciklus, amelynek egyik kulcs szerepl6je az
aszkorbat (APX) enzim, amely a hidrogén peroxid eliminalasaban vesznek részt a novényi
setjekben (Janda, 2004). Abiotikus stresszek esetén az APX és a GPX gének erbteljesebb
expresszidja figyelheté meg (Hu et al., 2008). A glutation reduktaz (GR) az oxidalt glutation
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(GSSG) regeneraciojat végzi, a stressz tolerancia kialakulasaban jelentOs szerepe van (Davey
et al., 2000). Mindharom enzim génjeinek expresszidja alapvetden nagyobb volt a ’Joker’
fajtanal, mar normal tapoldatozasnal is (0,5 xHG, 1 xHG), mint az ’Oitol’ esetében. Magasabb
tapoldat koncentraciok esetén az antioxidans enzimek génkifejez6dése jellemzden
emelkedett, a *Joker’ fajta esetén mindig magasabb szinten, mint az ’Oitol’-nal. Ez a ’Joker’
fajtaban 1év6 erdteljesebb oxidativ stressz jelenlétére utal (fokozott aszkorbat-glutation ciklus
all fenn). Osszességében elmondhatd, hogy a *Joker’ fajta nehezebben birkézik meg a tilzott
tapanyag bevitel altal kivaltott oxidativ stresszel. A ROS felszaporodasanak egyik oka lehet
az alacsonyabb ozmotikus potencial értékeket is okozo ionok nagyobb mennyisége, amelyek
mar toxikus hatasuak lehetnek. Az ’Oitol’ fajtanal a dehidrin (DHN3) gén indukcidja

feltehetden hozzajarul a stressz védelemhez.
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UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Az uborkafajtakkal torténé kisérletsorozataink eredményei tiikkrében a kovetkezd 1j

tudomanyos eredményeket allapithatjuk meg:

1. A hérom szabadfoldi (’Szatmar’, ’Szenzacio’, ’Joker’) €és a harom {iveghazi
uborkafajtakat (’ Americana’, *Prior’, *Oitol’) részletesebben vizsgaltuk morfologiai
paramétereiket tekintve, és jelentds kiillonbségek lelhetéek fel a fajtak kozott.
Megallapitottuk, hogy a szabadfoldi fajtdk gyokere jellemzOen hosszabb az
iiveghazban hajtatott fajtaknal. A sziklevélfeliiletet a megnyulasos novekedéssel
korrelalo, érzékeny paraméternek talaltuk. Ez az egyszeriien lemérhet6 névényi rész a
nemesitési vonalak szelekcidjaban lehetéséget adhat a novekedési erély korai
megallapitasara.

2. A vizsgalt fajtadk abszcizinsav érzékenysége kiilonbozd. ElImondhato, hogy a kiilsdleg
alkalmazott abszcizinsav a szabadfoldi fajtak hajtas megnyutlasat alig befolyasolja,
azonban az iliveghaziak novekedését jelentdsen visszafogja. Ami az ABA novényi
DHNZ2 indukélodik, a DHNS kozel egyenletesen expresszal.

3. Kisérleteink a két kivalasztott fajta (’Oitol” és ’Joker’) oxidativ stresszallapotaban
(FRAP értek, MDA tartalom, lipidperoxidacié erélye, antioxidans enzimek
kifejezoddésének mértéke) jelentds kiilonbségeket tartak fel, amely Osszefiigghet a
fajtacsoportok stresszekkel szembeni tolerancidjanak kiilonbozoségével. Kiemelten
vizsgaltuk a talzott tdpanyagellatas altal kivaltott stresszt. Az eredmények tiikrében
megallapithatd, hogy az toményebb tapoldatok hasznalata a fajtak novekedését csak
kismértékben befolyasolja. Normal és emelkedd tapoldatozasnal az ’Oitol’
antioxidans kapacitasa jellemz6en nagyobb, lipidperoxidaciojanak mértéke kisebb
volt a ’Jokernél’. Az oxidativ stressz elleni védelemben szerepet jatsz6 enzimek génjei
a ’Joker’ hibridben magasabb szinten fejezddtek ki. Ezek az eredmények a
’Joker’fajtaban 1évé magasabb oxidativ stressz jelenlétét bizonyitjak. Fokozott
tapoldatozas mellett az oxidativ terhelést jelzd paraméterek (pl. lipidperoxidacio)
szintje emelkedett. Tovabba a koncentraltabb tapoldatozas az ’Oitol’ hibridben a

DHN3 gén expresszigjat specifikusan megnovelte.
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OSSZEFOGLALAS

Az uborka (Cucumis sativus L.) vilagszerte kozkedvelt haszonnévény, amely terméshozamara
a napjainkban is zajlé klimavaltozas jelentés hatdssal van. Abiotikus és biotikus
stresszhatasok zome teheti tonkre az egész éves terméshozamot, ennek okan ellenallobb
genotipusokra van sziikség. A jelenleg termesztésbe vont fajtak zome igy tovabbi nemesitésre
szorul, amihez a stresszekkel szembeni tolerancidgjuk mélyrehatobb megismerése

nélkilozhetetlen.

Az uborka esetében a termesztett fajtdk termesztési rendszerenként, de azon beliil is
morfologiai és ¢€lettani szempontbol nagy valtozatossagot mutatnak. Ezt a valtozatossagot
igyekeztiink kihasznalni, hogy az egyes tulajdonsadgok molekularis alapjaira fényt deritsiink.
Kisérleteinket harom szabadfoldi (’Szatmar’, ’Szenzacié’, ’Joker’) €s harom iiveghazban
hajtatott (’Americana, ’Prior’, ’Oitol”) fajtaval végeztikk. Elsoként a fajtdk morfologiai
paraméterei kozotti kiilonbség bemutatdsa volt fokuszban. Eredményeinkbdl jol lathaté a
fajtak kozott fennallé novekedésbeli kiillonbségek, amelyek Osszefiigghetnek a stresszekkel

szembeni toleranciaval.

Az abszcizinsav (ABA) a stresszekkel szembeni tolerancia egyik fontos komponense. Egyes
abiotikus stresszhatasokra mennyisége jelentésen megnd, elsdsorban, vizhianyos allapot
esetén. Alapvetd funkcidja a sztomak zarddasa és egyéb valaszreakciok kialakuldsaban
szerepld jelatviteli utvonalak aktivalasa. Hatdsara jonéhany traszkripcids faktor és gén
mitkodésbe lendiil, igy a dehidratacios allapot karos hatasai kivédhetdbbek lesznek. A gyors
valaszreakci6 kialakuldsanak szempontjab6l az adott genotipus ABA érzékenysége
kulcsfontossagti. Ez nyomon kdvetheté a hormon altal kivaltott ndvekedésgatlas mértékének
megallapitasaval. Az altalunk kivalasztott genotipusok hipokotil és gyokérzet megnyulasabol
probaltunk kovetkeztetni a fajtak eltéré ABA érzékenységére, amiben azonban nem talaltunk
fajta tipusra jellemzd kiilonbséget. A vizsgalatokat az ABA indukdlta DHN gének
expressziojdnak meérésével egészitettiik ki. Itt sem talaltunk olyan transzkripcids szintll

mintdzatot, ami megkiilonbdztetné a szabadfoldi €s tiveghazi uborka fajtakat.

Napjainkban hasznalatos uborkafajtak termesztése kontrollalt koriilmények kozott zajlik.
Talajmentes nevel6kozegek, a novények igényeihez igazitott tapelem Oszetételii tapoldatok
allnak rendelkezésiinkre a nagyobb terméshozam eléréséhez. A kutatasokban is az egyik
leggyakrabban hasznalt tdpoldat a Hoagland oldat, amelyet az 1950-es években dolgoztak ki.
Az eredeti Osszetételii oldat az uborka tapanyagigényeit csak részben fedezi, igy

modositasokra volt sziikség a hasznalatos tdpanyagok és koncentraciojuk tekintetében
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egyarant. Azonban tovabbi vizsgalatok sziikségesek az akar fajtanként is eltérd optimalis
tapoldat erésség (eredeti Osszetételhez képest) beallitasahoz. Els6 kisérleteink két kiillonb6zo
perlit/kdzetgyapot tapkozeg hasznalata mellett torténtek meg a hat fajta bevonasaval, foként
novekedési paraméterek megallapitdsara. Eredményeink alapjan elmondhat6, hogy a
megfelel6 tapelem koncentracio feltétleniil sziikséges az adott fajta optimalis névekedéséhez,

alkalmazasara.

A haszonnovények mitragyazasa / tapoldatozasa soran napjaink egyik f6 problémaja a talzott
tapanyag bevitel lehet. Amellett, hogy a nem hasznosul6 tapelemek erésen szennyezik a
kornyezetet, a tapanyagok tulzott bevitele a tdpanyaghianyhoz hasonldéan stresszhatdsként
érheti a novényt. Ez szintén a termés mennyiségének és mindségének romlasaval jarhat egyiitt.
Mint szamos abiotikus stresszhatast, a tGlzott tapelem bevitelt is a reaktiv oxigénformak
(ROS) mennyiségének novekedése kisérheti. Egy adott genotipus toleranciaja a stresszekkel
szemben abban is megnyilvanulhat, mennyire képes megbirkdzni a feldusult ROS vegyiiletek
altal okozott oxidativ stresszel. Az ROS molekuldk kéaros hatasait kivédd enzimatikus és a
nem enzimatikus védelmi rendszer mozgdsitasat jonéhany molekuldris markerrel és
génexpresszios vizsgalattal lehet nyomonkovetni novényi, allati és human szervezetekben

egyarant. Az eredmények tiikrében teljesebb képet alkothatunk az adott faj/fajta

crer

A két fajtacsoportot jol reprezentalo egy egy fajtat valasztottunk ki, a szabadfoldi *Jokert’ és
az iiveghdzi ’Oitolt’. Ot kiilonbdz6 tdménységii (0,5%, 1x, 1,5%, 2%, 2,5x) Hoagland oldattal
tapoldatoztuk azokat, itt mar magasabb koncentracidkat is alkalmaztunk, igy vélhetdleg a
tapanyagok tulzott bevitele stresszként hatott a ndvényekre. A novekedési paraméterek mellett
az antioxidans valasz komponenseit vizsgaltuk: antioxidans kapacitas (FRAP), POD
enzimaktivitas, lipidperoxidaci6 erélye (MDA), biofoton-emisszio, génexpresszios
vizsgalatok (dehidrinek, antioxidans enzimek: GR1, APX1, GPX1) segitségével probaltuk
feltarni a két fajta kozotti kiilonbségeket és az ezek hatterében allo molekularis folyamatokat.
Eredményeink a két részletesen vizsgalt fajta esetében feltartdk a fajtatipusukra jellemzd
tulajdonsagok hatterében feltehetden 4ll6 néhany mechanizmust. Ezek a lassabban novekvo
szabadfoldi fajta esetében alacsonyabb antioxiddns kapacitast, magasabb lipid peroxidacios
szintet €s magasabb antioxidans génkifejezodést jelentettek. Fokozott tipanyag bevitel esetén
mindkét fajtdban ndtt az antioxidans kapacitas, a lipidperoxidacié mértéke, az antioxidans
gének kifejezodése és csokkent az ozmotikus potencial. Az tiveghazi (’Oitol’) fajtaban magas
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tapoldatozasnal erbteljesen és specifikusan megjelent a DHN3 gén transzkripcidja, a
szabadfoldi (’Joker’) fajtdban viszont ugyanekkor erds biofoton emisszidt tapasztaltunk.
Mindezek a jelenségek a két fajtatipus kiilonboz6 molekularis mechanizmusait jelzik fokozott

tapoldatozas esetén.
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SUMMARY

Cucumber (Cucumis sativus L.) is an economically and nutritionally important vegetable crop,
cultivated worldwide. The present climate change profoundly affects the annual crop
production, as plants are frequently challenged by abiotic stresses which causes impaired
growth and development. Thus, it is important to examine how cucumber hybrids are adapted
to their respective production system which may reflect their responses to stresses. For this
reason the aim of this research has been to help design more tolerant genotypes against
environmental abiotic stresses. Some cucumber hybrids are cultivated in open field and others
in greenhouses. Growth and environmental conditions differ widely between these two
production systems. Modern hybrids have been bred to be adapted to either of the production
systems. Therefore it is expected that they may respond differently to some growth conditions,
e.g. to high level of mineral nutrients. Our investigation’s aim was to clarify if there is any
difference between morphological traits and behavior of selected commercial open field
cultivated hybrids *Szatmar’, ’Szenzéaci6’, *Joker’ and greenhouse grown hybrids Americana,
"Prior’, ’Oitol’. In our experiments plants were grown in soilless medium composed of perlite
or rockwool and perlite. Our results showed variable growth rates among the genotypes,
confirming assumptions about intraspecies diversity in this respect that may coincide different

stress responses of the cultivars.

Abscisic acid (ABA) is a phytohormone that has multiple roles in plant growth and
development. It is involved in various biological processes in plants, especially in the
regulation of seed maturation, dormancy, abiotic stress signaling and responses. Therefore it
has strong relationship with crop yield. ABA may affect expression of some transcription
factors and effector genes that help to ovecome dehydration. ABA can promote or inhibit root
development and decrease shoot growth, as part of the stress tolerance response. ABA
sensitivity of different cultivars may be measurable through the degree of growth inhibition.
The root length and hypocotil elongation of the above mentioned genotypes were used for
measuring ABA sensitivity. The experiments were completed with expression studies on
putative dehydrin genes (CsDHNSs), which was investigated after external ABA treatment. F1
hybrids of the same cultivation type did not form distinct groups according to their

transcriptional responses to the ABA treatment applied.

Plants were grown and harvested under controlled conditions. Soilless growth media and
nutrient solutions were applied according to the needs of plants. Adequate fertigation solutions

have been developed and recommended for crops mostly considering maximized yield and
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preserving the taste and quality of the products. One of the most commonly used nutrient
formulation is Hoagland solution, which was developed in the 1950s. The solution with the
original composition exceeds the nutrient requirements of cucumber, thus modifications were
needed in both the types and concentrations of salts used. To develop of appropiate nutrient
solution for cucumbers, our first experiments were performed with applying of two different
concentrations of Hoagland solution (0.125x and 0.5x HG) and using perlite / rock wool
medium with our six cultivars and mainly measuring their growth parameters. Our results
revealed the importance of using an adequate nutrient solution, furthermore greenhouse-

grown varieties proved more sensitive to low levels of nutrient solution.

Fertigation is required for efficient and productive agricultural systems. However, it is
important to emphasize the environmental consequences of excessive fertigation such as
secondary soil salinization and contamination of water resources. Moreover, overfertilization
often makes the work of growers difficult. Excessive intake of nutrients, like nutrient
deficiencies, can affect plants as a stressor, reducing crop yield. A correlation between
elevated concentration of components of fertigation solutions and an increase of stress level
is becoming evident in some plant species. Increased stress level may be accompanied by high
level of ROS generation which can lead to tissue damages. The tolerance of a particular
genotype may be manifested in its ability to cope with oxidative stress caused by overdosed
fertigation. The mobilization of the enzymatic and non-enzymatic redox defense systems may
be monitored by some molecular markers and gene expression assays in plants, giving a

broader perspective to determine stress tolerance and dynamics in those cultivars.

From the six previously studied cultivars we selected two representative hybrids, the open
field cultivated ‘Joker’ and the greenhouse grown ‘Oitol’. The expriments were designed to
elucidate how the treatment with different levels of Hoagland solutions (0,5 -2,5 x HG) affects
some physiological and molecular parameters of two commercial F1 hybrid cultivars. To this
end expression of stress associated dehidrin genes (DHNs) and antioxidant enzyme coding
genes (GR1, APX1, GPX1) were quantified and results were discussed. Different molecular
indicators (FRAP, MDA, POD) assays were measured reflecting the stress level of plants by
phytochemical analysis of the molecules generated during lipid peroxidation and oxidative
metabolism. These experiments were supplemented by an autoluminescence detection
technology. Results revealed unrelated stress responses of the two selected cultivars
suggesting that the backround of characteristics of each cultivar are different. The open field
’Joker’ exhibited slower growth, lower values for antioxidant/reducing power (FRAP) and

higher level of lipid peroxidation (MDA) indicating more oxidative stress which was also
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generally associated with more concentrated Hoagland nutrition. Moreover, elevated
fertigation caused deeper osmotic potential to ‘Joker’, promoting osmotic stress as a likely
explanation for the more strained oxidative status of this hybrid. As far as dehydrins are
concerned, CsDHN3 displayed specific induction under high nutrition in ‘Oitol’ hybrid only.
This suggests unique role of this protein in protecting plants from the nutrient induced
oxidative damage. Biophoton emission imaging was successfully used to confirm biochemical
data about oxidative damage in the leaves that showed especially higher value on ’Joker’.
These data indicates differential activation of molecular tolerance mechanisms in the two

cultivars in case of elevated nutrient provision.
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