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Tartalmi 0sszefoglalo

A kulcsfontossagu illekony szerves vegyiiletek koziill az o-pinénrél bizonyitottak, hogy
szabalyozza (SA) éltal indukalt névényi vedekezési valaszok kialakulasat. Mivel a SA a
névényi stresszhormonok haldzataba agyazottan fejti ki hatasat, megvizsgaltuk, a szintén gaz
halmazallapoty etilénnel (ET) koélcsonhat-e az a-pinén? Tovabba, hogy a kiilonb6zo
hosszusagu a-pinén elékezelés hogyan hat a vad-tipusu (Solanum lycopersicum L. Ailsa Craig)
és az ET-receptor mutans (Never ripe, Nr) paradicsomnévényekben, és ez az el6kezelés hogyan
befolyasolja a Botrytis cinerea és Pseudomonas syringae fert6zés kimenetelét a két genotipus
levelében? Méréseink soran 24-48-72 Oraig kezeltik az intakt paradicsom novényeket az a-
pinénnel, melynek hatasara mar 24 érara szignifikans H.O> szintndvekedést kaptunk. A reaktiv
oxigenformak kozul a szuperoxid-produkcié szintén fokozodott a 72 6rés a-pinén kezelés
hatasara. A fobb antioxidans enzimek koziil a szuperoxid-dizmutaz aktivitdsa megemelkedett
az Nr levelekben, mig a H2O2-ot elbonto kataldz enzim aktivitasa lecsokkent 72 ora elteltével
minkét genotipusban. Mig az aszkorbat-peroxidaz enzimaktivitdsa nem valtozott
szignifikansan, addig a gvajakol-peroxidazé fokozatosan nétt a harom nap alatt. Az alkalmazott
a -pinén koncentracié nem befolyasolta a levelek életképességét sem az ionkieresztés, sem a
malondialdehid mérés alapjan. RT-qPCR technikaval megvizsgaltuk a védekezésben szerepet
jatsz6 fobb védekezési hormonok valaszgénjeinek transzkript szintjeit. Az ET markergén
ERF1 expresszigja szignifikdnsan magasabb szinteket mutatott a kezelés elsé két napjaban,
mely azonban nem fliggott az aktiv ET jelatviteltol. Ezzel szemben a SA markergén PR1
expresszios szintje az a-pinén hatasara a vad-tipust novények levelében mar 24 h elteltével
négyszeresére novekedett, mig az Nr novényekben szintje nem valtozott jelentésen. A
jazmonsav markergéen DEF1 transzkript szintje szignifikinsan megn6tt mindharom
id6pontban, és magasabb volt az Nr, mint a vad-tipusi novények leveleiben, utalva az ET
szerepére az a -pinén altal indukalt védekezési folyamatokban. Végil az a -pinén el6kezelés
Botrytis cinerea es Pseudomonas syringae fertézésekre gyakorolt hatasat Evan’s blue festéssel
kovettik nyomon, 06sszehasonlitva a nekrotikus 1ézidk terlletét a vad-tipusi és Nr
novenyekben, ahol csokkent az elhalt teriiletek mérete az a -pinén elékezelést kdvetden.
Osszességében megallapithatjuk, hogy az a-pinén eldkezelés kismértékii oxidativ stresszt
okozott a paradicsom ndvények leveleiben és aktivalta a védekezési hormonok jelatvitelét,
mely eltéréen alakult az aktiv ET jelatvitel hianyaban.

Kulcsszavak: a-pinén, etilén, patogének, reaktiv oxigénformak, VOC
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1. Bevezetés és irodalmi attekintés

1.1. A biotikus stressz

A novények bels6é homeosztazisat folyamatosan veszélyezteti a dinamikusan valtozo
kornyezetbdl érkez6 szamtalan inger (Lamers és mtsai. 2020). Az élettelen kdrnyezet
szuboptimalis paraméterei mellett a kozeli él61ények is folyamatos kihivasok elé allitjak a
novényeket, mely a védekezésiik kiillonbozé molekulakkal torténé gyors és hatékony
aktivaciojat igényli (Atkinson és Urwin, 2012). Ezek a veszélyforrasok példaul az
er6forrasokért folyo kiizdelemben vagy éppen potencialis taplalék gyanant megtamadhatjak és
parazitalhatjak a névényeket. Az egyensulyt felborit6 biotikus faktorok lehetnek szomszédos
kompetitor novényfajok és parazitak, herbivor gerincesek és gerinctelenek vagy mikrobidlis és
viralis patogének. Ugyanakkor a mikrobialis patogének elleni védekezeés fontos feltétele, hogy
ne aktivalodjon szimbionta fajokkal szemben. (Zipfel és Oldroyd, 2017).

A behatol6 mikrobialis patogének mar a sejtfelszinre jutva, az extracelluléris térben
szamtalan élettani és anyagcsere folyamatot atalakithatnak a ndvényekben, ami kéros lehet a
noévények szamara, de ndveli a patogének behatolasi esélyeit. Tobbek kozott effektorok
segitségével érik el a sejtfal vizpotencialjanak emelkedését, az apoplasztban az
anyagcseretermékek koncentracidjanak ndvekedését és a sejtfal komponensek lebontasat
(Pfeilmeier és mtsai. 2016; Roussin-Léveillée és mtsai. 2024). (1. abra) A sejtekbe juttatva az
effektorok és fungalis fitotoxinok megvaltoztathatjdk a novényekben az anyagcserét, a
kiillonboz6 jelatviteli utakat, az anyagtranszportot, az RNS transzportot és atirast, egyes
kontrollaltalanul ezek a fitneszcsokkent6 folyamatok, ameddig a névényi gazdasejtek fel nem
ismerik a behatolot. A receptoros (pl. leucin-gazdag ismétlddéseket tartalmazo receptor-szerii
kindzok, RLK) felismerést szignaltranszdukcios folyamatok kovetik, és elsék kozott
aktivalodik a MAPK-kaszkad, valamint nd meg a citoplazmatikus szabad Ca?* szint, ami
indukalja az ilyenkor elengedhetetlen sztomazarodast, meggatolva tovabbi patogének
bejutasat. Tovabba fokozza a védekezési hormonok (pl. szalicilsav, jazmonsav, etilén)
szintézisét, a reaktiv oxigénformak (ROS) keletkezést, a védekezésben szerepet jatsz6 gének
aktivitasat (pl. patogenezissel kapcsolatos PR gének), a sejtfal megerdsitését, vagy eéppen a
hiperszenzitiv valaszreakciot (HR) (Meng és mtsai. 2013; Saijo és Loo, 2020). (3.abra)
Csakhogy a védekezés is jelentds koltségekkel jar, elkeriilni, hogy a fitnesz rovdsara menjen,

feltételezi a nem effektiv védekezési mechanizmusok hatékony inaktivalédasat (He és mtsai.



2022). Ez a folyamat szabalyozottan zajlik, kiilonboz6 szinteket 1étrehozva a ndvények

védekezésében (Pieterse és mtsai. 2012). (2.4bra)
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1. dbra: A patogének kolonizacidjat tamogatd pozitiv visszacsatolasos folyamatok a sejtfelszinen: a sejtfal a
lezajlé folyamatok kapcsan gyorsan egy vizben és tdpanyagban gazdag kdérnyezetté valik a baktériumok szamara
(Roussin-Léveillée, 2024).

1.2. A novények védekezésenek fébb folyamatai
A novényi védekezés dsszetettségét magyardzza a patogének kiilonboz6 tamadasi stratégidja.
A novényi kartevoket az életmodjuk alapjan tobb csoportba sorolhatok. A nekrotrdf patogének
elpusztitjdk a novényi sejtet, és a maradvanyaikat felhasznalva terjednek. Ezzel szemben a
biotrof patogének az €16 sejteket parazitaljak és hasznaljak a névekedésiikhtz és terjedésiikhdz
(Gazelbrook, 2005). Ennek a felismerése a sejt részér6l kulcsfontossagi, mert a nem
megfelelden aktivalt védekezési mechanizmusok fokozhatndk a tamado sikerességet. A
programozott sejthalal (PCD) példajan: mig a szalicilsav (SA)-fliggé védekezés és az indukalt
HR hatékony lehet elsésorban a biotrof patogénekkel szemben, addig a védekezés
kovetkeztében elhalt sejtek egy nekrotrof patogén szamara kedvezd feltételeket biztositandnak
a gyors tovabb terjedéshez (Kliebenstein és Rowe, 2008). A nekrotrof patogénekkel szembeni
védekezést elsGsorban a jazmonsav (JA) és az etilén (ET) hormon koordinalja (Ghozlan és
mtasi. 2020).

Molekularis szempontb6l a felismerés sejtenként o6nalldan, sejtfelszini patogén
felismer6é receptorokkal (,,pathogen recognition receptor”’, PRR) torténik. Ezek a
transzmembran receptorok a timaddk konzervalt molekulainak felismerése utan immunvalaszt

indukélnak a koaktivalodo molekulakon keresztil. A jelatvitel kdvetkeztében foszforilacios
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kaszkadok aktivalodnak, amik végil ROS képzddéshez, Ca?* influxhoz és transzkipcids
valtozasokhoz vezetnek (Couto és Zipfel, 2016). A mikrobaktdl szarmazé intracellularis
molekuldk felismerésben fontos szerepet toltenek be az R gének termékei, a nukleotid-
koté/leucinban gazdag ismétlddéseket tartalmazd receptor (NLR) fehérjék. Ezek az
intracellularis receptorok specifikusan ismerik fel a mikrobak effektor molekulait, és a
védekezés Ujabb szintjét indukaljak (Ma és mtsai. 2020). Ludfii modellnévényben az
intracelluléris receptorok 6nallé aktivalasaval bizonyitottak, hogy a membrénba &gyazott és a
citoplazmatikus receptorok szoros koélcsonhatasban allnak egymaéssal. Az extracellullaris
receptorok a NADPH-oxidazt (RBOH) és protein kinazokat aktivalnak. Az intracellularis
receptorok megnovelik a membranba agyazott PRR-ok denzitasat, igy az intracellularis
receptorok &ltal aktivalt folyamatokat intenzivebb NADPH-oxiddz aktivitds és fehérje
foszforilacios folyamatok Kkisérik (Ngou és mtsai. 2021). A NLR-ok parbeszédet
kezdeményeznek a kiilonbozd védekezési valaszokért felelds jelatviteli utvonalak kozott, hogy
a tdmado életstilusanak legmegfelelobb védekezesi folyamatok jatszodjanak le (Jones és
Dangl, 2006).A velesziiletett (,,plant innate immunity”) immunitast két agra bontotta a
szakirodalom. A széles korben elfogadott un. cikk-cakk modellben a kartevék megjelenését
kovetden a tamadok evolucidsan konzervalt molekulait a sejtfelszini PRR receptorokkal észleli
a néveny, ami mintazat-felismeré immunitast (,,pathogen related molecular pattern triggered
immunity”, PTI) indukal és sikeresen visszavetheti a fert6zés terjedését. (2. abra) A PRR-ok
lehetnek kinazok, vagy kinaz doménnel nem rendelkez6 fehérjék. Utobbi esetben a receptornak
a jel tovabbitdsdhoz adaptor molekulara (pl.: SOBIR) van sziiksége. (2.abra) A ligand kotést
kovetden a receptorok citoplazmatikus kindzokat toboroznak (pl.: BAK1, CERK1), komplexet
képeznek, és kolcsondsen foszforildljak egymast. (3.4bra) Ennek eredményeként lokalisan
ROS keletkezik, a citoplazmaba szabad Ca®* aramlik be, bezarddnak a sztomak, aktivalodik a
MAPK-kaszkad és a védekezési hormonok szintetizalodnak (Yuan és mtsai. 2021). A cikk-
cakk modell szerint a védekezés méasodik fazisban a PTI-t szabotald patogenek effektorokat
juttatnak az apoplasztba vagy a citoplazméba, a baktériumok elsésorban a Ill-as tipusu
szekrécios rendszereken keresztiil (Thomma és mtsai. 2011; Alfrano és mtsai. 2004). Ezt a fajta
idoszakos feliilkerekedést effektor-indukalt fogékonysagnak nevezzik (Naveed és mtsai.
2020). A harmadik fazisban a bejutott effektort sikeresen felismerik az NLR fehérjék, és az
ellenallo ndvenyekben effektor indukalt immunvalaszt (,.effector triggered immunity”, ETI)
indukalnak (Nguyen és mtsai. 2021). Az R gének termékei robosztus valasszal reagalnak a
tamadok jelenlétére: gyors ROS produkcid indukalédik, SA keletkezik és halmozodik fel és

HR jatszodik le a megfert6zott sejtekben és a vedekezésben szerepet jatszo gének aktivitasa
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jelentdsen megvaltozik (Wu és mtsai. 2014). Ujabb eredmények szerint, a PT1 és ETI élesen
nem elvalaszthatd egymastol, s6t, akar egy egységnek is tekintheték, mert azonos
szignaliz&cids Utvonalakat aktivalnak, a szabalyozott transzkipcids faktorok és gének nagyban
atfednek egymassal, ligandjaik (az evolucidsan konzervalt elicitorok és az effektorok) nem
valaszthatoak el élesen egymastdl, és hianytalan kifejez6désiik kolcsondsen a masik
immunvalasz szabalyozasan is mulik. Az ETI felerésiti a PTI-t a PRR receptorok denzitdsanak
novelésével, mig az ETI kialakuldsdhoz nélkuldzhetetlenek a PTI mechanizmusai (Thordal-
Christensen, 2020; Yuan és mtsai. 2021; Tena, 2021).

PTI ETS ETI ETS ETI
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2. &bra: A védekezés cikk-cakk modellje: a patogének konzervalt evolicids minédzatainak felimserésén alapulo
immunvélaszt az effektorok megjelenését kovetden az intenzivebb effektor felismeré immunvéalasz aktivalodik.
A véltozatos effektorok a védekezés Ujabb és Gjabb hullamait aktivaljak, és a folyamat velejaroja a hiperszenzitiv
valaszreakcio (HR), a programozott sejthalal specialis tipusa (Sharma és mtsai. 2019).

A lokalis védekezési mechanizmusok a teljes novényre kiterjedd védettséghez, az un.
szisztemikus szerzett rezisztencia (SAR) kialakulasdhoz vezethetnek (Vlot és mtsai. 2020). A
PTI és ETI folyaman is atmeneti SA felhalmozddas torténik, és a SA-markergén
PATHOGENESIS-RELEATED1 (PR1) aktivitasa fokozodik a nem fert6zott, tavolabbi
szovetekben (Spoel és Dong, 2012). A patogén tdmadast elszenvedett sejtekben az emelkedett
koncentracioban jelenlévé SA a NPR3 sejtmagi receptorhoz két, majd az NPR1-et is aktivalva
a NPR3/NPR1 komplex beinditja a sejthalal folyamatait. Az ENHANCED DISEASE
SUSCEPTIBILITY1 (EDS1) a SAR masik kulcsmolekuldja. Tobb kiilonb6z6 jelatviteli
utvonal csomdpontja, transzkipcids faktorként szabalyozza a PR1 kifejezédét (Kuai és mtsai.
2015). A nem SA-fiiggd SAR kialakulasdhoz pipekolinsavra (Pip) és bioldgiailag aktiv
szarmazékara a N-hidroxi-pipekolinsavra (NHP) is sziukség van (Zeier, 2021). (5. &bra) A

gyokerek mikrobialis kolonizacidjat kovetéen Un. indukalt szisztemikus rezisztencia (ISR)



alakulhat ki, amit a JA és ET szintje is modulal (Yu és mtsai. 2022). A SAR és az ISR a
veleszuletett immunitas részeként kialakulo, szervezet-szintii ndvenyi védekezés ismert formai
(Kamle, 2020). (3. &bra) A tavoli szovetek sejtjeihez szamtalan szignallton keresztil jut el az
informécio. Specifikus nagy hatotavolsagl SAR szignalnak bizonyult a AZI1/EARLY1, a
monoterpének és a LEGUMINE LIKE PROTEIN1 (LLP1) molekula. A floémban
transzportalddik a glicerin-3-foszfat (G3P) es szarmazékai, a DIR1/DIR1-like proteinek (Vlot
és mtsai. 2020). (6.4bra) A monoterpének, a metil-jazmonat és metil-szalicilsav (MeSA)
légnemii molekulak, a névényi sejtekbol felszabadulva gyorsan képesek a stressz-szignalt a
megtamadott névényi egyed tavoli pontjara juttatni és védekezést indukalni. (Sah és mtsai.
2013; Vlot és mtsai. 2020)
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3. &bra: A mintazatfeismer6 (PTI) és effektor felismerd (ETI) immunités, és a tavoli szovetekben kialakulo
szisztemikus szerzett (SAR) és indukalt (ISR) rezisztencia bemutatasa az elicitor-receptor modellen keresztiil,
példakkal: kitin-elicitor-k6té  fehérje/kitin-elicitor receptor kinaz (CEBIP/CERK), kitin, FLAGELLIN
SENSITIVE2/BRI1-asszocialt kindz (FLS2/BAK1), flg22, PEP receptor 1/2 (PEPR1/2), peptidek (Pep), lizin
motivum ¥ fehérje (LYM1/LYM2), LPS és hidrofobin-szerii kivalto (SM1) (Malik és mtsai. 2020)..

1.3. Az illékony szerves vegyuletek (VOC) szerepe a névények védekezésben
Az illékony szerves vegylletek (volatile organic compounds/VOC) masodlagos
anyagcseretermékek, melyek tobb ezer tipusat mutattak ki a névényekbdl (Abbas és mtsai.
2022). A VOC-ek felszabadulhatnak konstitutivan, szervenként eltér6 6sszetételben is (Junker
és mtsai. 2011). Ezek specialis informacié tdbblettel birnak, a megvaltozott kdrnyezet miatt
atalakul a névények VOC profilja (Ninkovic és mtsai. 2021). Hogy ezt az informaciotdbbletet
is a termelés és a termés mindségeének fokozasara hasznalhassik, tobbféle mezdgazadasagi

szenzort fejlesztettek, amit aztan hagyomanyos vagy Al-vezérelt adatelemzes kovet. (Molinari



és mtsai. 2025) A technoldgiai potencial a nagy mennyiségli VOC adat megértésén at a
precizios novényvédelem és a természetvédelmi karokozas merséklésében rejlik. (Ye és mtsai.
2025)

VOC szignéalok elsésorban az epidermiszben keletkeznek, ahonnan koénnyen
diffundalnak a légkorbe, nagyobb mennyisegben felhalmozddva pedig mirigyszérékben, és
taroloképletekben raktarozodhatnak, mivel a citoplazmaban akar toxikusak is lehetnek
(Dudareva es mtsai. 2004). (4. &bra) Az apoléaris molekulék elsésorban a sztdbmékon keresztil
jutnak be a mélyebb szdvetekbe és membran fesziltség-valtozast okoznak, az ionaramokban
bekOvetkezett valtozasok pedig gyors alkalmazkodast biztositanak a VOC felszabadulast
Kivaltd stresszel szemben (Yamane és Tani, 2024). Mivel a sejtkarosodas indikatoraként is
felszabadulhatnak bizonyos VOC-ek, ezért a jelenlegi nézet szerint nagy hat6tavolsagu
karosodashoz-kotott molekularis mintazatként tekint rdjuk a szakirodalom (Meents és
Minthofer, 2020; Ninkovic és mtsai. 2021). Ezzel szemben, tobb, mint 30 VOC-rél kimutattak,
hogy a jelatviteli utak kozvetité molekulaiként is viselkedhetnek, nem pedig fliggetlen
szignalokként (Brosset és Blonde, 2022). A stressz szignadlok kibocsatasanak a célja a
receptorokon keresztll a teljes szervezet felkészitése a védekezésre, a sejtek megfeleld
,priming”-jan keresztil (Erb, 2019; Li és mtsai. 2020.). A biotikus stressz kiilonb6z6 tipusai,
példaul a herbivorok ragasa nyoman vagy egy-egy virusfert6zés soran egyedi dsszetételit VOC
keverék szabadul fel (Rosenkranz és mtsai. 2021). A mikrdba indukalt novényi illékony
vegylletek (MIPV) osszetételét befolyasolja a mikréba taxondémiai hovatartozasa, a névény
fajtaja és a novény-mikroba interakcio jellege (Sharifi és mtsai. 2018). A MIPV kémiai
Osszetétele terpénekbdl, N-tartalmi molekulakbol, aromas vegyiiletekbl és zsirsav

szarmazékokbol all a legnagyobb mennyiségben (Hammerbacher, 2019).
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4. dbra: A VOC szignalok érzékelésének mechanizmusai a levelekben: A) a VOC-ek tarolasa mirigysz6rokben
B) VOC felvétel és felszabadulas a gazcserenyilasokon keresztiil C) a VOC-ek kétiranyu szallitasa diffizidval D)
lipofil szallitas az ER-on keresztil, a sejtfallal kézvetlen kapcsolatban E) VOC szallitas sspecifikus transzport
fehérjékkel F) receptoros érzékelés, jelatvitel és genexpresszios valtozasok(Ninkovic és mtsai. 2020).

A filloszféra évente tobb, mint 1000 Tg/év terpentermléssel jarul hozza a globalis VOC
kibocsatashoz, izoprénekbdl, monoterpénekbdl és metanolbol szabadul fel a legtobb (Guenther
és mtsai. 1995) A terpének kozé a szeszkviterpének, diterpének és monoterpének tartoznak. A
mevalonat vagy metil-erithritol-foszfat Utvonalhoz tartozé terpén szintdzoknak konstitutiv és
indukalhat6 termelést mutato izoformaik is vannak a levelekben (Junker és Tholl, 2013). A JA
a VOC-ok szintézisének egyik fé szabalyozoja (Arimura és Perase, 2017), hatasat a biotrof
patogének képesek elnyomni a SA-Gtvonal PR1 génjének fokozott expresszidjaval (Sharifi és
mtsai. 2018). Leirtdk, hogy a stressz-indukalt monoterpéneket érzékelé novényekben SA-
fiiggd SAR indukalodott (Weing és mtsai. 2019). A folyamat kulcsszabalyozéja a LLP1
molekula, ami képes a kornyezetbdl szarmazé monoterpén jelet atalakitani és az AZEALIC
ACID INDUCED1 (AZI11) fehérjére hatva immunvalaszt generalni. Kozponti jelentésége van
a Pip-nek, ami befolyasolja a nitrogén-monoxid (NO) és a H20> szintjét, és a hasonl6 szerepii
G3P-t, a nyoman keletkez6é AzA-val. A Pip és G3P pozitiv visszacsatolassal serkentik a SAR
indukcidt, kolcsondsen emelik egymas koncentraciéjat és fokozzdak a monoterpén
felszabadulast a patogéntdmadas helyén. (5. abra) A monoterpének kozott felszabadulo a- és
B-pinén a tdmadas helye és a szisztemikus szovetek kozotti koztes szignél. Ladfi SA és SAR
szabalyoz6 ENHANCED DISEASE SUSCEPTIBILITY1 (EDS1) fehérje hianyos mutansban
a monoterpen szintézis gatolt (Riedelmeier és mtsai. 2017). Az LLP mutans llp1l-1 és
RNAI:LLP1-3 mutans vonalak fert6zott vad tipusu (VT) novények VOC-eivel indukélva nem
mutattak PR1 expresszids ndvekedést, ahogy az llpl-1 fert6zott novények altal Kibocsatott
VOC keverékkell sem lehetett hasonl6 hatast elérni VT novényeken, holott fertézott VT VOC-
ek SAR indukciot idéztek el a VT célndvényekben. A monoterpének a SAR indukaldsa
mellett a velesziiletett immunvalasz elokészitését is Kivaltjadk a szomszédos névényekben is. A
mikroba tdmadds hatidsara keletkez6 Pip ¢és G3P pozitivan szabalyozzak egymas
koncentracidit, és kozvetlenll hatnak a monoterpének szintézisére. A monoterpének kozvetitte
ellenallast a LLP1 kozvetiti az AZI1 fehérje felé, ami SA-fliggd mechanizmusokon keresztiil
indukal védekezeési valaszokat a sejtben (Weing és mtsai. 2019).

1.4. Az a-pinén

Az a-pinén biciklikus szénhidrogén, monoterpén molekula, a névényekben megtalalhatd
mindkét (+, -) enantiomere. Tisztan szintelen, vizben oldhatatlan, jellegzetes illatu, etanolban
és olajokban oldodo illékony folyadék, forraspontja 163-166°C. Szamos izomere létezik,
pedalul a - és 6-pinén (da Silva és mtsai. 2012). A novényekben az a-pinén bioszintézise két
izoprén egyseg (C5) fej-farok kondenzaciojaval megy végbe, a dimetil-allil-pirofoszfat
(DMAPP) és az izopentenil-pirofoszfat (IPP) dsszekapcsolddasaval geranil-pirofoszfat (C10)
keletkezik. Az a-pinénné torténd ciklizalast a pinén-szintaz enzim katalizalja (Saria és mtsai.

2014). Jelentds forrasai a HPLC és GC-MS vizsgalatok alapjan 60%-ot is meghaladd a-pinén
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tartalommal rendelkezhetnek a magas illoolaj tartalmd novények, példaul szamos
gyogynoveny, a feny6félék és citrusfélék (Rguez és mtsai. 2024)

Szisztemikus jelatvitel
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5. dbra: A monoterpének utja és jelatvitele a fertézés helyétdl a disztalis szovetekig: A monoterpének
szignaltzjéban kulcsfontossagll a LLP1 molekula, a G3P és a Pip poziriv visszacsatolasu jelatviteli Gtnak
mindkett6 kulcsmolekulaja(VIot és mtsai. 2020).

Az a-pinén tobbek kdzott a herbivérok ellen az egyik legfontosabb szignalmolekula,
HAMP-ként régota szamontartjak, ugyanakkor rovar-csalogatd képessége is ismert (Elzen és
mtsai. 1983). Emellett azonban fontos antimikrobialis, antifungalis €s antiviralis tulajdonsagu
anyag is. Az antimikrobialis érvényesilése foszfolipaz- és észterazgatlé hatdsan alapul. A
kiilonb6zé enantiomer koncentracidk kiilonb6zé hatékonysagu antimikrobidlis hatassal
rendelkeznek. A természetes, tiszta a-pinén enantiomer elegyek hasonld vagy magasabb
koncentracidban tartalmazzak a (+), mint a (-) enantiomert is (LozZiené és mtsai. 2018).

RiedImeier és mtsai. (2017) els6ként irtak le, hogy az a- és B-pinén kezelés utan
szisztemikus ndvényi immunvalasz alakul ki ladfii névényekben. A kezelést kovetden a ROS
produkcio jelentdsen megemelkedett, ndvekedett a SA koncentracio, és fokozodott a SA és
SAR-hoz kothet6 gének aktivitisa, mint példaul az AZI1 és a PR1. Wenig és mtsai. (2019) (5.
abra) Késobb leirtak, hogy az 1:1 aranyu o- és B-pinén kezelés hatékonynak bizonyult a

Pseudomonas syringae ptv. Tomato baktérium torzs fertézése ellen. Mind a Pip kezelés, mind
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a pinén kezelés hatdsa a SAR kialakitasara elmaradt az llp1-1 mutansokban, ami arra enged
kovetkeztetni, hogy a pinén és a Pip parhuzamos, vagy azonos jelatviteli utakon indukalja a
SAR-t (Wenig és mtsai. 2019).

Az a-pinén szerepe a védekezeés sorén, és kapcsolata a stresszvalaszokat szabalyoz6
mas ndvényi hormonokkal azonban még nem kelléen ismert. Az ETI folyaman a- és B-pinén
keletkezik és a SAR Kkivaltasaban pedig elengedhetetlennek bizonyultak (Weing és mtsai.
2019). Kezdetben a SAR Kkialakitds hosszu tavu jelének a SA-t tartottdk szamon, mivel
koncentracidja az indukalt védekezésnél a floémben jelentésen megndvekedett (Uknes és
mtsai. 1992) Majd levéllevalasztasos Kkisérletekben kimutattdk, hogy SA nem a
jeltovabbitasahoz szlikséges, hanem a tavoli, nem fert6zott szovetekben a priming soran jatszik
szerepet (Rasmussen és mstai. 1991). Lokalisan a fert6zés helyén monoterpének keletkeznek,
¢s a receptroként viselkedd LLP1 percepcidja utdn a SA jelatviteli utvonalon aktivalnak SA-
fiigg6 SAR-t. A nem SA-fiiggé SAR ttvonalat a Pip szabalyozza, a két tipus viszont
6sszekapcsolddik a SARD1/CBP60g fehérjéken keresztil és pozitiv visszacsatolassal erdsitik
egymast a szisztemikus valaszok. A fert6zott novényi szovetekben geranil-foszfat prekurzorbdl
pinén és kamfén szabdul fel, az LLP1 pozitiv visszacsatolassal valaszol a monoterpén
szignalra: emeli a Pip és a G3P koncentracioit is, ami hosszu tavon még tobb VOC keletkezését
eredményezi (Vlot és mtsai. 2021). A pinén jelatvitel fontosabb komponenseinek
potolhatatlansagat Riedelmeier és mtsai. (2019) bizonyitottak gly1-3, aldl, és llp1-1 ladfi
muténsokkal, ahol mindegyik genotipusban sérilt a (+)-a-pinén kibocsatas. Ugyanakkor mas
vedekezéssel kapcsolatos hormonok (pl. etilén) szerepe és kapcsolata a monoterpének

szintézisével és jelatvitelével, kevésbé kutatott maradt.

1.5. A monoterpének és az etilén kapcsolata

A szintén gaz halmazallapotl etilén (ET) az egyik legfontosabb stresszhormon a néveényi
szervezetekben, a védekezésben betoltott szerepe mellett kulcsfontossdgu a névekedési és
fejlodési folyamatokban jatszott szerepe is (Wang és mtsai. 2013). Gyors felszabadulasat
korabbi kutatasok egyértelmiien Osszefliggésbe hozzak a patogéntamadast kovetd nekrotikus
leziok meretével és a hervadassal (Elad és mtsai. 1990). Lokalisan a fert6zést 6vezd ep
sejtekben az 1-aminociklopropan-1-karboxilsav-szintetdz (ACS) és ACC-oxidaz (ACO) ET
szintézisben szerepet jatsz6 enzimek aktivitasa fokozddik, ami a patogén tAmadasban bet6ltott

jelent6ségére utal. Az ET inszenzitiv (Never ripe, Nr) mutans névényekben még kifejezettebb
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ez a hatas, mivel ET- érzékelés hianyaban az autoinhibicio elmarad (Lund és mtsai. 1998).
Hagyomanyosan az ET a nekrotrof patogénekkel szembeni névenyi ellenallas agaért felelds a
JA-val egydtt (Shu eés mtsai. 2024). Hatasa a biotrofokkal szemben hatékony SA-asszocialt
védekezési folyamatokkal altalaban ellentétes (Jones és Dangl, 2006).

Bar direkt kapcsolatot még nem mutattak ki a monoterpének és az ET kdzott, Wang és mtsai.
(2016) ramutattak, hogy a ladfii REVERSION-TO-ETHYLENE SENSITIVITY1 (RTEL)
etilén transzkripcios faktor és a lipid-transzfer protein 1 (LTP1) kozvetlenul kapcsolddik
egyméshoz, funkcidja ezidaig ismeretlen. Ugyanakkor az LTP1 fehérjét taltermeld
narancsmenta mirigyszéreiben monoterpének halmozodtak fel és szabadultak fel nagy
mennyiségben. (Hwang és mtsai. 2020) A szisztemikus rezisztencia szabalyozasaban, Ujabb
eredmények azt mutatjak, hogy a monoterpén-fiiggé SAR, és a JA-, ET-szabalyozott ISR
szabalyozésa sem fliggetlen egymastdl. Ladfiiben az ISR a gyokerekben és levelekben is
emelkedett expressziot produkalt az AZI1, EARLI1 és/vagy az LLP1 homoldg LEC kddolo
génekben, amit a levelekben a SAR kialakuldsanak tulajdonitottak (Timmermann és mtsai.
2019). (5. &bra) Ezek a kisérletes megfigyelések érdemessé eszik az ET-monoterpén kapcsolat

tovabbi, kdzvetlen vizsgalatat és egyes jelatviteli komponensek azonositasat.
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7. dbra: A Pst-indukalt etilén bioszintézisének szabalyozéasat 4brazol6 modell ludfiiben: PTI, EDS, ETI, és SA
priming koveti egymast, aminek fliggvényében MAPK és Ca*?-dependens médon aktivalédnak a részt vevd 1-
aminociklopropan-1-karboxilsav szintetaz (ACS) izoformak (Guan és mtsai. 2015).

2. Célkitiizések

Kiserleteink soran célul tiiztiik ki az a-pinen ndvenyi ellenalloképességet fokozo es vedekezési
valaszokat indukalo hatasanak optimalizaciojat paradicsom novényeken. Ennek érdekében
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kiilonboz6 idépontokban (24, 48 és 72 odra elteltével) vizsgaltuk meg az a-pinén kezelés
fiziologias és molekularis hatésait. Az a-pinén szerepe a novényi stresszhormonokkal
kapcsolatban még nem teljesen tisztazott, ezért kisérleteink kdzéppontjaban az allt, hogy
kideritsiik, a szintén 1égnemii ET védekezési hormon szerepet jatszik-e és ha igen hogyan az
a-pinén indukalt védekezési folyamatok sikerességében? Kisérleteinkhez éppen ezért a VT
paradicsom novények mellett ET-receptor mutans Never ripe (Nr) paradicsom novényeket is
felhasznaltunk. Az a-pinén novényekre gyakorolt hatasa kapcsan azt vizsgéltuk, milyen
hatéssal van a ROS produkciojara és metabolizmusukban szerepet jatszd fobb antioxidans
enzimekre és nem-antioxidansokra és mindez hogyan fugghet az ET-t61? Hogyan befolyasolja
a levelek NO produkcidjat? Az a-pinén hatasara vajon az ET-t6] fiiggéen indukalodnak-e,és
hogyan maés, védekezésben szerepet jatsz0 hormonok véalaszgénjei? Az a-pinén kezelés
hatassal van-e a névenyek alap fiziologiai folyamataira és életképességére? Végil az a-pinén
elékezelés hatékony-e és fligg-e az ET-t61 a Botrytis cinerea gomba és a Pseudomonas syringae

pv. tomato baktérium fert6zéssel szemben?

3. Anyagok és modszerek

3.1. Novénynevelési koralmények

Vad tipusu Solanum lycopersicum L. cv. Ailsa Craig es ET receptor mutans Never ripe (Nr)
paradicsom novényeket hasznaltunk a kisérleteink soran. 3 napos csiraztatas utan 26°C-on,
sotétben, a kikelt ndvényeket 2 hétre perlitbe, majd hidropdnikus kulturaba helyeztiik at. A
tapoldat 2 mM Ca(NOs)2, 1 mM MgSOs, 0,5 MM KH2PO4, 0,5 mM NaHPO., 0,5 mM KCl,
mikroelemek (0,001 mM MnSOs, 0,005 mM ZnSOs4, 0,0001 mM CuSQOs4, 0,0001 mM
(NH4)sM07024, 0,01 mM H3BOa) és 0,02 mM Fe (111)-EDTA pH 5,8 tartalmu volt (Poor és
mtsai., 2011), melyet hetente kétszer cseréltik. A ndvényeket szabalyozott kortlmények
kozott, 12 6ras nappali/12 6ras éjszakai periodus, 200 umol m-2s? fényintenzitas (fehér LED,
5700 K) megvilagitas, 24/22°C nappali/éjszakai hémérséklet és 55-60%-0s relativ paratartalom

mellett neveltik.

3.2. Az a-pinén elokezelés és a fert6zés menete

A kezelés idejére 5 hetes fiatal, 3-4 kifejlett levélemelettel rendelkezé névényeket atlatszo fala
milanyag dobozba helyeztiink, és a ndvények kozott elhelyezett sziirdpapirra hexanban oldott
0,6 umol/ 2,6 ppm mennyiségii (+)-a-pinén (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) oldatot

csepegtettink 3 ml végtérfogatban (Riedlmeier és mtsai. 2017). A kontroll névényeket 3 ml
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hexannal kezeltiik. A dobozt Iégmentesen lezartuk, a kezelést 24 h-ként 3 napig megismételtik.
A kezelés minden nap 9 drakor tortént, egyforma ideig tarto szelldztetés mellett.

A 72 oras a-pinén eldkezelést kovetden teljesen kifejlodott leveleket levagtunk és
Botrytis cinerea gombaval fertdztiink illetve méas esetben az intakt névényeken a kifejlett
leveleket Pseudomonas syringae ptv. Tomato baktériummal fertztiink, a fonak fel6li oldalon

a baktériumkultlraba martva.

3.3. A sztdbmazarodas vizsgalata

A mintavétel idépontjaban az epidermiszt csipesz segitségével nylztuk le a levelek abaxialis
felszinér6l. A nytzatokat azonnal mtianyag petri csészére cseppentett inkubacids pufferbe (10
mM MES és 10 mM KCI, pH 6,15 TRIS-sel pH-zva) helyeztik (Zhang és mtsai. 2001). A
mintakat feddlemezzel rogzitettiik és azonnal megvizsgaltuk fénymikroszkép (Nikon Eclipse
TS-100, Nikon Instruments, Toki6, Japan) alatt (Melotto és mtsai. 2006). A rogton elkészitett
fotokon a légrések atmérdjét az Image-Pro Plus 5.1 szoftver (Media Cybernetics, Inc.,
Rockville, MD, USA) segitségével meértiik meg. Az azonos idépontban, azonos kezelést kapott
3 kiilonb6z6 ndvényrél szarmazod nylzatokon 40-60, véletlenszeriien kivalasztott sztoma
atméro6jét mértiik, €s 6sszesen 3 bioldgiai ismétlést végeztiink (Melotto és mtsai. 2006).,

3.4. A reaktiv oxigénformak (ROS) produkcidjanak vizsgalata

A levelek szuperoxid gyokanion produkciéjahoz 100 mg levelet 1 ml hideg 0,1 M néatrium-
foszfat pufferben (pH 7,2) eldorzsoltiink, mely 1 mM nétrium-dietil-ditiokarbamat-trihidrat
(SDDT; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) SOD inhibitort tartalmazott. A mintakat ezutan
lecentrifugaltuk (18890 g, 15 perc, 4°C), majd 300 pl feltilisz6t 650 pl jéghideg 0,1 M natrium-
foszfat puffer (pH 7,2) és 50 pul 12 mM nitrokék-tetrazélium-kloridot (NBT; Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA) tartalmazd elegyébe pipettaztunk. A mérés sordn a mintak
abszorbanciajat a reakcio kezdetétdl szamitott 2. (AO) és 7. (AS) percben spektrofotométer
segitségével (KONTRON, Miland, Olaszorszag) detektaltuk 540 nm hullamhosszon. A
szuperoxid gydkanion produkciot a AA540 = AS-AO0 formula alapjan hataroztuk meg, majd az
eredményeket friss tomegre (FT) vonatkoztatva adtuk meg AAsso (Min"tgFT1) (Chaitanya és
Naithani, 1994).

A levelek H2O: szintjeinek meghatarozasdhoz 200 mg mintat homogenizaltunk 1 mi
jéghideg 0,1% triklorecetsavval (TCA), majd lecentrifugaltuk 6ket (13400 g, 10 perc, 4°C) és
250 pl feliiluszot felhasznélva, 250 pl 50 mM kalium-foszfat puffer (pH 7,0) és 500 pul 1 M
kalium-jodid oldathoz adtuk Oket. Tiz perc sotétben torténd inkubaciot kovetden 390 nm

hullamhosszon mértiik meg a mintak abszorbanciajat spektrofotométer (KONTRON, Miland,
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Olaszorszag) segitségével (Velikova és mtsai. 2000). A H20- szinteket H.O> oldatbdl (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) készitett higitasi sort felhasznalva, standard kalibracios egyenes
alapjan hataroztuk meg, majd az eredményeket pmol gFT ! formatumban adtuk meg.

3.5. A fébb antioxidins enzimek aktivitisanak vizsgalata

A fobb antioxidans enzimek meghatarozasdhoz 200 mg paradicsom levelet homogenizaltunk
el jégen 2X500 ml 100mM-os foszfatpufferban (pH 7.0), amely tartalmazott 1 mM
fenilmetilszulfonil-fluoridot (PMSF), és 1 % polivinilpolipirrolidont (PVPP), ezutan a
homogenizatumot lecentrifugaltuk 12000 rpm-en 20 percig, 4°C-on. A feliliszot felhasznéltuk
fel a szuperoxid-dizmutdz (SOD), katalaz (KAT) és gvajakol peroxidaz (POD) enzimek
aktivitdsanak meghatarozasara. Az aszkorbat peroxiddz (APX) meghatarozasahoz a
homogenizatum készitése 1 mM aszkorbat (AsA) jelenlétében tortént. A minték
abszorbancidjat spektrofotométerrel (KONTRON, Milano, Olaszorszag) detektaltuk (Tari és
mtsai. 2015). Az dsszfehérje tartalmat Bradford (1976) modszere alapjan meértiik meg.

A SOD (EC 1.15.1.1) aktivitasat annak a képességének a segitsegével mértiik, hogy az
enzim géatolja a nitrotetrazolium-kék (NBT) fotokémiai redukciojat, riboflavin jelenlétében
fényben. A SOD egy enzimegysege (U) annak az enzim mennyiségnek felel meg, ami 50%-0s
NBT redukcid inhibiciot fejt ki. Az enzimaktivitasokat 560 nm-en mértik és az eredményeket
U mg* fehérjében adtuk meg.

A POD enzimaktivitas (EC 1.111.7) mérése soran az enzimkivonatot tartalmazé
felilisz6t 50 mM-os kalium-foszfat puffer (pH 7,0) és 1%-0s gvajakolt tartalmazé
reakciopufferbe mértiik 6ssze (Horvath és mtsai. 2015). A reakci6 soran 1%-0s H20- oldatot
adtunk a rendszerhez, majd 1,5 percig mértiik a mintak abszorbanciajat 470 nm hullamhosszon
spektrofotométer segitségével (¢420 = 26,6 mM cm™).

A KAT (EC 1.11.1.6) aktivitast a H20 (€240 = 39,4 mM* cm™) felhasznalast figyelve
hataroztuk meg 240 nm-en 3 percig 25°C-on mérve. Egy CAT enzimegység az az
enzimmennyiség, amely ahhoz sziikséges, hogy 1 pmol min™ H,0,-t semlegesitsen.

Az APX (EC 1.11.1.11) aktivitdsat a csokkend aszkorbat (AsA) mennyiségébdl
hataroztuk meg 290 nm-en (€290 = 2,8 mM™* cm™) 3 percig mérve 25°C-on. Egy APX
enzimegység az az enzimmennyiség, amely ahhoz sziikséges, hogy az APX oxidaljon 1 pmol
perct AsA-t.

3.6. A redukalt aszkorbat (AsA) és glutation (GSH) tartalom meghatarozasa

A fébb nem enzimatikus antioxiddnsok méréséhez 250 mg levelet hutétt mozsarban
eldorzsoltink 1 ml 5% (w/v) TCA-val. A homogenizatumot lecentrifugaltuk (12000 g, 20 perc,
4°C). A teljes AsA méréséhez, 10 mM ditiotreitol (DTT) adtunk az extraktumhoz, a felesleges
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DTT-t pedig 0,5% (w/v) N-etilmaleimid (NEM) hozzdadasaval tavolitottuk el. Az AsA
koncentraciot spektrofotométerrel (KONTRON, Miland, Olaszorszag) hataroztuk meg 525
nm-en. A reakcitelegy tartalma: 10% (w/v) TCA, 43% (w/v) H3POa, 4% bipiridil, 3% (w/v)
FeClz (Tari és mtsai. 2015).

A GSH tartalom meghatarozasa enzimatikus préba segitségével tortént. A reakcioelegy
100 mM foszfatpuffert (pH 7,5), 1 mM 5,5'-ditio-bis-2-nitrobenzoesavat (DTNB), 1 mM
NADPH-t, 1 U GR enzimet (siit6éleszté) és 20 pl sejtkivonatot tartalmazott. A GSH
koncentracidt spektrofotométerrel (KONTRON, Miland, Olaszorszag) mértik 412 nm-en (Tari
és mtsai. 2015).
3.7. A nitrogén-monoxid (NO) produkcié meghatarozasa
A kontroll és (+)-a-pinénnel kezelt névények levelébél 1 cm? levélkorongokat vagtunk és 10
uM 4-amino-5-metilamino-2,7-difluor-fluoreszcein-diacetattal festettiik 6ket (DAF-FM DA,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), 10 mM Tris-HCI pufferben oldva a festéket. (pH 7,4)
(Czékus és mtsai. 2020). A festéket vakuum infiltracioval (10 min) juttattuk a sejtekbe. Ezt
kovetéen 10 mM Tris-HCI pufferoldattal (pH 7,4) mostuk a mintakat és targylemezre helyeztiik
a korongokat. A DAF-FM fluoreszcencia intenzitasat nagy felbontast digitalis kameréval
(Axiocam HR, Carl Zeiss Inc., Jena) felszerelt Zeiss Axiowert 200M tipust fluoreszcens
mikroszkoppal (Carl Zeiss Inc., Jena, Németorszag) hataroztuk meg a mintdkban 10X-es
objektivet hasznélva. Az adatokat az AXIOVISION REL. 4.8 szoftverrel elemeztik ki (Carl
Zeiss Inc., Minchen, Németorszag).
3.8. Génexpresszids vizsgalatok
A kontroll és kezelt novények leveleibdl torténd RNS izolalas (Gallé és mtsai. 2009) elsé
Iépéseként a ndvényi mintakat folyékony nitrogénben, kvarchomok segitségével elporitottunk,
majd kb. 100 mg mintdhoz 1 ml TRI reagenst adtunk [1,82 M guanidium izotiocianat, 11,36
mM néatrium-citrat, 200 mM kalium-acetat (pH 4,0), 0,73 mM N-laurilszarkozin, 45,45%
fenol]. Ezt kovetden a mintakat 65°C-on 3 percig inkubaltuk, majd 200 pl kloroformot adtunk
hozzajuk. A kovetkezo6 1épés soran a mintakat lecentrifugaltuk (11180 g, 15 perc, 4°C), majd a
felulUszot atpipettaztuk 375 ul kloroform:izoamilalkoholba (24:1). Az igy kapott elegyet ismét
lecentrifugaltuk azonos korilmények kozott. Az igy keletkezett feltliszot 500 pl
izopropanolba pipettaztuk at a kovetkezd 1épés részeként, majd 10 percig szobahdmérsékleten
inkubaltuk 6ket. Ujabb centrifugalast (11180 g, 15 perc, 4°C) kdvetéen a keletkezett pelletet
500 ul 70%-os hideg etanollal tisztitottuk, majd az RNS-t 30 ul molekularis tisztasaga vizben
(AccuGENE®, Lonza Group Ltd, Basel, Svajc) oldottuk fel.
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A kovetkezo Iépésben 15ul RNS mintat 8 ul DN4z enzimmel (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA USA) kezeltuk 34 pl molekuléris tisztasdgu vizet és 0,4 pl RNaz inhibitort
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA) tartalmazd elegyben a genomi DNS
maradvanyok eltavolitasa érdekében (Gallé és mtsai. 2009). A folyamat sordn a mintakat 37°C-
on 30 percig, majd 65°C-on 10 percig inkubaltuk. A mintaban 1évé fehérjéket 300 ul kloroform
¢s 300 ul fenol elegyével tavolitottuk el, majd centrifugalasat kovetden (16090 g, 15 perc, 4°C)
a felliluszot tovabb tisztitottuk 400 pl kloroform segitségével. Ismételt centrifugélast (16090 g,
15 perc, 4°C) kovetden a feliiliszot 550 pl hideg 96%-0s etanol és 20 pl 3 M-o0s Na-acetét
elegyében inkubaltuk -20°C-on egy éjszakan at. Az inkubaciot kovetéen a mintakat
lecentrifugaltuk (16090 g, 10 perc, 4°C), majd a pelletet 500 pl 70%-os hideg etanollal mostuk,
végil 30 pl molekularis tisztasagl vizben (AccuGENE®, Lonza Group Ltd, Basel, Svéjc)
oldottuk fel. Az esetleges RNS degradéciét 1%-os (m/v) agar6z gélelektroforézis segitségével
ellendriztiik. Az izolalt RNS koncentraciojat NanoDropND-1000 spektrofotomeétert
(NanoDrop Technologies, Washington, DC, USA) felhasznalva mértiink meg.

Egy pg tisztitott RNS-t 200 U reverz transzkriptdz (RT) enzimet (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA USA) felhasznalva, cDNS-t szintetizaltunk. A folyamat soran a
reakcio 4 pl RT reakcios puffert (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA), 0,5 pl random
hexamer primert (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA), 1 ul 25 mM-os dNTP
keveréket (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA), 0,5 pul RNaz inhibitort (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA USA) és 13 pl molekularis tisztasagl vizet (AccuGENE®,
Lonza Group Ltd, Basel, Svjc) tartalmazott (Chomczynski és Sacchi, 2006). A reakci6 37°C-
on 1 6ran keresztul zajlott. A szakirodalom alapjan kivalasztott és megvizsgalni kivant gének
relativ transzkript szintjét kvantitativ valds-idejii PCR (qRT-PCR) készulékkel mértiik meg
(QTOWER Real-Time gPCR System, Analytik Jena, Jéna, Németorszag). Az NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.qov/) és Sol Genomics (http://solgenomics.net/) adatbazisokbdl

azonositott szekvencidkra a Primer 3 szoftver segitségével terveztiink primereket (SIPR1

(Solyc01g106620): F: 5’-CATCCCGAGCACAAAACTATG-3’, R: 5-
CCCCAGCACCAGAATGAAT-3’; SIDEF1 (Solyc07g007760): R: 5'-
GGCACAATCCATTCGTTTCT-3, F: 5-TTGGTCCCATTTCAGTAGCC-3’; SIERF1
(Solyc052051200):  F:  5’-GGAACATTTGATACTGCTGAAGA-3’, R: 5

AGAGACCAAGGACCCCTCAT-3’), melyek génspecifitasat az NCBI BLAST segitségével
ellendriztiik vissza (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqgi). A gRT-PCR reakcidelegy 5 ul 2X
Maxima SYBR Green gPCR Master Mix-bdl (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA), 3 ul

nukledzmentes vizbdl, 0,4 pl primer parbol, és 1,6 pl huszszorosara higitott cDNS-bdl tevodott
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Ossze. A reakcid soran az elsd, 7 percig tartd, 95°C-on torténd denaturdcios 1épést egy 40
ciklusbol allo, ismétlédd reakciosor kovette (15 masodperc, 95°C; 1 perc, 60°C). A PCR
lefutasat kovetéen a termékek specifikussagat az olvadasi gorbék nyomon kovetésével
vizsgéltuk meg. Az adatok analizisehez a qTOWER 2.2 szoftvert hasznaltunk (Analytik Jena,
Jéna, Németorszag) fel (Takacs és mtsai. 2017). A génexpresszios adatok normalizalasahoz a
novényekben mindvégig konstans mddon expresszalddd paradicsom Elongacids faktor 1o
(SIEF1a) gént hasznaltuk fel referenciaként. A kontrollhoz képest a kezelések hatéséara
bekovetkezd relativ transzkript szintvaltozasokat a 20220 mddszer alapjan hataroztuk meg
(Livak és Schmittgen, 2001).

3.9. A lipidperoxidacié meghatarozasa

A lipidperoxidaci6 mérése érdekében meghataroztuk a levelek malondialdehid (MDA)
tartalmat (Ederli és mtsai. 1997). 100 mg levélmintat folyékony nitrogénben dsszetortiink,
majd 1 ml 0,1%-os (w/v) TCA-t és 0,4%-0s (w/v) butilezett hidroxitoluolt (BHT) adtunk hozza,
hogy megakadalyozzuk a tovabbi lipidperoxidaciot. Ezt kovetden a mintdkat (12000 g, 20 min,
4°C) centrifugaltuk, majd 500 pl feltilisz6hoz 2 ml 20%-o0s (w/v), 0,5% (w/v) tiobarbitursavat
(TBA) tartalmazd TCA-t mértiink, és 30 percig 100 °C-on tartottuk. Ezt kdvetéen a mintakat
lehtitottiik, és spektrofotométerrel (Kontron, Milano, Olaszorszag) 600 és 532 nm-en mertik
abszorbanciajukat. A teljes MDA-tartalmat 155 mM™ cm™ molaris extinkcios egyutthatoval

hataroztuk meg, és nmol g(FM)1-ként jel6ltiik.

3.10. Az életképesség meghatarozasa az ionkieresztés (EL) mérése alapjan
A levélkorongokat (1 cm?) 20 ml ultratiszta desztillalt vizbe helyeztik, és 2 6ran at

szobahdmérsékleten, sotétben inkubdltuk. 2 ora elteltével eldszor vezetoképesség-mérdvel
(HANNA Instruments, Woonsocket, Rhode Island, USA) hataroztuk meg az elektrolit
szivargasat (C1), majd a teljes vezet6képességet (C2) is megmértiik 95 °C-on 30 percig tartd
inkubalas utan. Végul meghatéroztuk a relativ EL-t [(C1/C2) x 100] %-ban (Sun és mtsai.
2010).

3.11. A sejthalél detekcidja

A fertézott leveleket 1% (w/v) Evan's Blue-val (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) festettiik
10 percig, majd desztillalt vizzel dblitettik kétszer. Ezutan a klorofilltartalmat 96%-o0s (v/v)
etanolban 15 perces forralassal eltavolitottuk. A leveleket glicerin:viz:alkohol (4:4:2) oldatban
taroltuk, és Canon EOS 700D fényképezdgéppel (Tokio, Japan) fényképeztiik. Az elhalt
terlletek meghatarozasahoz ImageJ (https://imagej.net/ij/) szoftvert hasznaltunk fel és az

adatokat a teruletre vonatkozo pixelintenzitasban adtuk meg (Toth és mtsai. 2020).
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3.12. Az adatok statisztikai kiértékelése
Az adatok kiértékelésehez a Microsoft Excel 2016 és SigmaPlot 11.0 (Systat Software

Inc., Erkrath, Németorszdg) programokat hasznaltuk. 4. Eredmények és
értekelésuk

4.1. Az a-pinén el6kezelés novényekre gyakorolt hatasa

Kiserleteink sordn a stresszre adott fiziologids valaszok kozil els6ként az a-pinén
sztbmazarodasra gyakorolt hatdsat vizsgaltuk meg. A sztdbméak zérasaval ugyanis a ndvények
hatékonyan védekezhetnek a behatold mikrébékkal szemben. Ugyanakkor eredményeink
alapjan a 24, 48 és 72 Oras kezelés egyik esetben sem indukalt sztomazarodast a paradicsom

novények levelében (8. dbra). A 72 6ras a-pinén kezelés fokozta a sztdmak nyitottsagat az Nr

névények leveleiben.
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8. dbra: A sztdmaapertlra valtozasa paradicsom ndvények kifejlett leveleiben 72 éras 6 umol (+)-a-pinén (Pin)
elokezelést kovetden vad tipusu (VT) és etilén receptor mutans Never ripe (Nr) ndvényekben (Atlag+SE, n=3). A
kontrolltol vald szignifikans kiilonbségeket egyutas ANOVA varianciaanalizist kovetéen Duncan-féle teszttel
allapitottuk meg, ahol a kiillonbozd betlivel jelzett oszlopok P<0,05 valdsziniiségi szinteken, szignifikdnsan
kiil6nboznek egymastdl.

A ROS produkcié fontos szerepet tolt be a ndvények védekezésének indukcidjaban és a
mikrobalis patogének elleni védekezésben is (Hasanuzzaman és mtsai. 2020). Elsoként a
szuperoxid produkciét vizsgaltuk meg a levelekben. Az a-pinén kezelés hatasara a 24 és a 48.
Oraban nétt meg a VT levelekben, majd a 72. orara az Nr levelekben a kontrollhoz képest a
szuperoxid produkcio (9. &bra A). Ezzel szemben a H20> szintek mar a 24. érara néttek az a-
pinén kezelést kovetéen mindkét genotipusban, a Nr levelekben jelentésebben (9. abra B). Ez

a tendencia minden mérési nap megfigyelhetd volt a 72 6ra soran (9. abra B).

20



0.8 4

A Cvr
 — Y
Ne) 71 VT+Pin
O 064 [ZZA Nr+Pin
=k
3 o
e‘—
o £
5 £ 041 a a aga
52 a ;
@ 3 ’ b ) abap
o < ’
S o2 ’
K ?
0.0 ’
24 48 72
1dé (h)
B 12
10
E — 8 1 a
0 %
T k& L
t O a
o = 6 b
‘HN g a a
= bc b
ON 2 , c " c
I b [
2
0
24 48 72
1d8 (h)

9. abra: A szuperoxid produkcié (A) és hidrogén-peroxid szintek (B) valtozasa paradicsom ndvények kifejlett
leveleiben 72 6ras 6 pmol (+)-a-pinén (Pin) el6kezelést kovetSen vad tipust (VT) és etilén receptor mutans Never
ripe (Nr) névényekben (Atlag+SE, n=5). A kontrolltdl valé szignifikans kiilonbségeket egyutas ANOVA
varianciaanalizist kovetden Duncan-féle teszttel allapitottuk meg, ahol a kiilonb6zo betiivel jelzett oszlopok
P<0,05 valo6szinliségi szinteken, szignifikansan kiillonboznek egymastol.

Kisérleteink kdvetkezd 1épéseként megvizsgaltuk a ROS metabolizusaban szerepet jatsz6 fobb
antioxidans enzimek aktivitasat a 72 oras a-pinén kezelést kovetden. Elséként a szuperoxid
gyokanion semlegesitésében szerepet jatsz6 szuperoxid-dizmutaz (SOD) enzim aktivitasat
mértilk meg, mely szignifikansan nétt a VT novények leveleiben az a-pinén hatadsara minden
vizsgalt idépontban. Az Nr levelekben az enzim aktivitasa a VT-hoz minden idépontban
alacsonyabb volt, es a kezelés hatasara csak visszafogott valtozast tapasztaltunk 24 és 72 h-val
az elokezelést kovetden (10. bra A).

A kataldz enzim aktivitdsa a 3 nap folyaman fokozatosan ndvekedett, am az eldkezelés
latszolag nem gyakorolt hatast az enzimaktivitasra (10. &bra B) Az aszkorbéat-peroxidaz enzim

aktivitasa sem valtozott jelentésen az a-pinén elékezelés kdvetkeztében. (10. abra C)
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Ellenben a gvajakol-peroxidaz 48 és 72 h elteltével a VT-ban, 72 h elteltével a Nr levelekben

is jelentésen megvaltozott. (10. dbra D)
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10. &bra: A szuperoxid-dizmutas (SOD, A), katalaz (KAT, B), aszkorbéat peroxiddz (APX, C) és a gvajakol-
peroxidaz (POD, D) enzimaktivitas valtozasa paradicsom ndvények kifejlett leveleiben 72 6ras 6 umol (+)-a-
pinén (Pin) elékezelést kovetden vad tipust (VT) és etilén receptor mutans Never ripe (Nr) ndévényekben
(Atlag+SE, n=5). A kontrolltél valé szignifikans kiilonbségeket egyutas ANOVA varianciaanalizist kovetden
Duncan-féle teszttel allapitottuk meg, ahol a kiilonbdz6 betiivel jelzett oszlopok P<0,05 valdsziniiségi szinteken,
szignifikansan kilénbdznek egymastdl.

A fébb enzimatikus antioxidansok mellett, a nem-enzimatikus antioxidansok kozul,
els6ként megvizsgaltuk az aszkorbat (AsA) szintjét. Az a-pinén kezelés 24 és 48 ora elteltével
szignifikdnsan csokkentette az AsA szinteket a paradicsom ndvények leveleiben, az ET
érzékeléstol fiiggetlentil (11. dbra A), azonban 72 ora elteltével az AsA szintje szignifikdnsan
megemelkedett az a-pinén hatasara a VT levelekben, mig az Nr névényekben 72 h elteltével
nem valtozott szignifikansan a kontrollhoz képest (11. abra A).

A redukalt glutation (GSH) szintje szintén szignifikansan csokkent az o-pinén hatdsara,
mind a harom nap folyaman a VT levelekben, az NR névényekben a valtozas nem volt olyan

jelentds (11. abra B).
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11. bra: Az redukélt aszkorbat (AsA, A) és glutation (GSH, B) szintek valtozésa paradicsom ndvények kifejlett
leveleiben 72 6ras 6 umol (+)-a-pinén (Pin) el6kezelést kovetéen vad tipusti (VT) és etilén receptor mutans Never
ripe (Nr) novényekben (Atlag+SE, n=5). A kontrolltdl valé szignifikans kildnbségeket egyutas ANOVA
varianciaanalizist kdvetéen Duncan-féle teszttel allapitottuk meg, ahol a kiilonb6z6 betiivel jelzett oszlopok
P<0,05 valoszinliségi szinteken, szignifikansan kiilonboznek egymastol.

A ROS produkcio és metabolizmus mellett megvizsgaltuk az o-pinén kezelés hatasat
egy masik fontos jelatvivé molekula, a NO produkciodjara a paradicsom ndvények leveleiben.
A NO produkci6 az Nr ngvények leveleiben szignifikdnsan magasabb volt a VT levelekben
mértekhez képest (12. abra), és nem valtozott szignifikansan ebben a genotipusban az a-pinén
hatasara (12. &bra). Ugyanakkor a VT novények levelében az a-pinén kezelés szignifik&nsan

novelt a NO-szintet 48 h elteltével (12. abra).
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12. &bra: A nitrogén-monoxid (NO) produkci6 valtozasa paradicsom névények kifejlett leveleiben 72 6ras 6 pumol
(+)-0-pinén (Pin) el6kezelést kovetden vad tipusa (VT) és etilén receptor mutans Never ripe (Nr) ndvényekben
(Atlag+SE, n=4). A kontrolltél valé szignifikans kiilonbségeket egyutas ANOVA varianciaanalizist kovetden
Duncan-féle teszttel allapitottuk meg, ahol a kiilonbz6 betiivel jelzett oszlopok P<0,05 valdszintiségi szinteken,
szignifikansan kilénbdznek egymastol.

Az a-pinén eldkezelést kovetden kivancsiak voltunk, hogy hat a fébb védekezésben
szerepet jatszd ndvényi hormonok vélaszgénjeinek relativ transzkript szintjére (13. abra).
Els6ként az SA jelatvitelének markergénjét, a PR1 kifejezddését vizsgaltuk. A PR1 relativ
transzkript szintje 24 és 72 ora leteltével szignifikansan nétt az a-pinén hatasaraa VT novények
leveleiben (13 &bra A). Ezzel szemben a PR1 expresszidja a 24. orara lecsokkent az Nr
levelekben (13. dbra A).

A JA markergén DEF expresszidja fokozodott az o-pinén hatasara mindkét
genotipusban, mely a 24. 48. és 72. 6rdban a Nr ndvények levelében szignifikdnsan magasabb
volt a VT novényeknél mértekhez képest (13. abra B).

Az ERF gén szabdlyozasdban elsdsorban az ET vesz részt, de a JA is reguldlja. Az ERF
relativ transzkript szintjét szintén fokozta az a-pinén kezelés a 24 6ratol kezdédéen a VT
novények leveleiben (13. abra C), mely azonban a vizsgalt elsé két idépontban az Nr

levelekben is szignifikansan megndtt a kontrollhoz képest (13. abra C).

24



>

vt
=3 Nr

1 £=Z3 vT+Pin
Nr+Pin 5

44 ; a

PR1
(Rel. transzkript szint)

24 8 72
1d6 (h)
6_
—~ 5—
=
N
w 4
ke a
= a
a
5
Qe ab
g bab b
. 2 C C
3 b b b
x
= c
) ﬂ ﬁ
0
24 48 72
. 1d6 (h)
C
) 9
k=
N
w4
e
ke
-
L
%2
i
24
@ a

| il il i

1d6 (h)

13. &bra: A PR1 (A), DEF (B) és ERF1 (C) relativ transzkript szintjének valtozasa paradicsom névények kifejlett
leveleiben 72 6ré&s 6 umol (+)-a-pinén (Pin) el6kezelést kovetden vad tipust (VT) és etilén receptor mutans Never
ripe (Nr) novényekben (Atlag+SE, n=5). A kontrolltdl val6 szignifikans kiilénbségeket egyutas ANOVA
varianciaanalizist kdvetéen Duncan-féle teszttel allapitottuk meg, ahol a kiilonbdzd betiivel jelzett oszlopok
P<0,05 valosziniiségi szinteken, szignifikansan kiilonbdznek egymastol.

Végezetiil az eldkezelést kovetden megnéztiik, hogy az a-pinén hatdssal van-e az
oxidativ stressz altal a lipidperoxidaciora és a levelek életképessegére, mint altalanos

stresszfiziologiai paraméterekre. Méréseink alapjan azonban az a-pinén nem valtoztattat meg
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szignifikansan egyik paraméter értékét sem a kiilonb6zé genotipusokban, sem a vizsgalt

idépontokban (14. abra).
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14. dbra: A malondialdehid tartalom (MDA, A) és az ionkieresztés (EL, B) véaltozasa paradicsom ndvények
kifejlett leveleiben 72 6rds 6 pumol (+)-a-pinén (Pin) el6kezelést kovetden vad tipusi (VT) és etilén receptor
mutans Never ripe (Nr) névényekben (Atlag+SE, n=5). A kontrolltdl valé szignifikans kiildnbségeket egyutas
ANOVA varianciaanalizist kovetéen Duncan-féle teszttel allapitottuk meg, ahol a kiilonb6zd betiivel jelzett

oszlopok P<0,05 valoszintiségi szinteken, szignifikansan kiilonbdznek egymastol.

4.2. Az a-pinén elokezelés mikrobidalis korokozokra gyakorolt hatasa

Kisérleteink részekent megvizsgaltuk, hogy a mikrobialis korokozok kozil a Botrytis cinerea
fert6zés mértéke hogyan valtozik a 72 6ras a-pinén eldkezelést kovetd 3. napon. Eredményeink
alapjan megallapithatjuk, hogy a VT novenyek leveleiben nem valtozott szignifikansan a
fert6zés mértéke az a-pinén eldkezelést kapott novényekben a hexannal kezelt kontroll
novényekhez képest (15. dbra). ugyanakkor az a-pinén eldkezelés kismértékben mérsékelte a

Botrytis cinerea fertézés mértékét az Nr novények leveleiben (15. abra).
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15. dbra: A Botrytis cinerea okozta fert6zés mértékének valtozasa paradicsom novények kifejlett leveleiben 72
6rads 6 pmol (+)-a-pinén (Pin) el6kezelést kovetden vad tipusu (VT) és etilén receptor mutans Never ripe (Nr)
névényekben (Atlag+SE, n=3). A *-gal jel6lt kezelt mintak a kezeletlen kontrolltél P<0,05 (*), 0,01 (**) vagy
0,001 (***) valosziniiségi szinteken szignifikansan kiilonboznek egy adott idépontban (ns: nem szignifikans).

Hogy részletesebben megértsik a kdrokozo életmddjanak szerepét az el6kezelés
hatékonysaganak fliggvenyében, Pseudomonas syringae fert6zésnek is alavetettiik az elékezelt
paradicsomnovényeket. Ebben az esetben az eldkezelést kovetd 2. napon a nekrotikus 1éziok
szama szignifikansan csokkent a VT paradicsom novények leveleiben, mig a Nr levelekben

szamuk nem valtozott jelentdsen a hexannal kezelt kontrollhoz képest.
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16. abra: Pseudomonas syringae fert6zés hatasa Solanum lycopersicum leveleken 48 h-val a fert6zést kovetGen.
72 6rés 6 umol (+)-a-pinén (Pin) elékezelést kovetden vad tipust (VT) és etilén receptor mutans Never ripe (Nr)
névényekben (Atlag+SE, n=3). A kontrolltél vald szignifikans killonbségeket egyutas ANOVA varianciaanalizist
kovetéen Duncan-féle teszttel allapitottuk meg, ahol a kiilonboz6 betiivel jelzett oszlopok P<0,05 valosziniiségi
szinteken, szignifikansan kilénbdznek egymastol.
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5. Diszkusszié

A monoterpének koziil az a-pinénrél kordbban mar bizonyitottak, hogy részt vesz a SAR
kialakitasaban, kapcsolddik az SA jelatviteléhez és ROS produkcidt indukal a kezelt névények
leveleiben (Wenig és mtsai. 2019; Vlot és mtsai. 2021). Ugyanakkor mas védekezési
hormonnal, példaul a szintén gaz halmazallapotd ET-nel kapcsolata nem ismert. Munkank
soran elséként vizsgaltuk meg az a-pinén kezelés hatdsat az id6 fiiggvényében VT és Nr
novények levelében, hogy feltarjuk a két molekula lehetséges kapcsolatat. Mivel a SAR
indukcio, jelen esetben a ,,priming” kialakulasat a szakirodalom 6-48 h idéintervallumhoz koti,
(Sah és Zeir, 2013) ezeért, hogy a valtozasokat kovetni tudjuk 24, 48 és 72 h id6pontokban
végeztik el a vizsgalatokat, a szakirodalom alapjan meghatarozott a-pinén koncentracidval
(Wenig és mtsai. 2019).

Vizsgalatunk els6é 1épésében megnéztiik, hogy az a-pinén kezelés hat-e a sztomak
nyitottsagara, melyek zarasa a novények korokozokkal szembeni védekezésének elsé védelmi
vonalat jelenti (Jones és Dangl, 2006; Melotto és mtsai. 2006). Bar egyes monoterpénekrol,
példaul az izoprénr6l szolében kimutattdk, hogy stresszes koriilmények kozott gyors
sztomazarodast eredményez (Bertamini és mtsai. 2021), a mi kisérleti elrendezésiinkben nem
volt sztomazarodas megfigyelhetd. A kezelés ideje alatt a sztdoméak nyitottsdga folyamatosan
nétt, mely betudhat6 a kezeld dobozok hatasanak, ugyanis a szelldztetés ellenére a dobozban
24 h elteltével jelentdsen novekedett a paratartalom, ami sztomanyitodast indukal (Drisen és
mtsai. 2020). Bar az ET szerepe a sztomaregulacioban kérdéses, inkdbb sztdmazarddas
indukal6 hatdsa az elfogadottabb (Desikan és mtsai. 2006), mely azonban ebben a kisérleti
elrendezésben a pératartalom novekedése miatt pont a sztémanyitd hatésa érvényesiilhetett,
mivel az ET fontos szerepet jatszik a magasabb paratartalomhoz val6 alkalmazkodasban (Arve
és Torre, 2005).

A kisérleteink kovetkezd 1épésében megvizsgaltuk a jelatviteli folyamatokban is fontos
szerepet jatszo ROS produkciot (Foyer és Hanke, 2022) az a-pinén kezelést kovetéen. Mig a
szuperoxid produkci6 48 ora elteltével fokozodott a VT levelekben, addig a H20; szintek mar
24 ora elteltével néttek mindkét paradicsom genotipusban, de az Nr levelekben jobban. Ez az
eredmény jo 6sszhangban van azzal az allitassal, hogy a-pinén hatasara, a védekezes részekent
oxidativ stressz generalodik a ndvényekben (Singh és mtsai 2006). Ugyanakkor, ahogy azt a
szuperoxid esetében latjuk, ez nem feltétlenil nyilvanul meg a ROS produkcidjaban a

levelekben, ugyanis masodlagos védekezési mechanizmusként az o-pinén hatasara az
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antioxidans enzimek és nem-enzimatikus antioxidansok mennyisége is véaltozhat (Gill és
Tuteja, 2010). A tapasztalt killonbséget a szuperoxid és H2O; szintekben okozhatja az eltéré
szignalizacios jelent6ségiik is, ugyanis bizonyos ROS fontos szabalyoz6i a monoterpén-
indukalta védekezési valaszoknak (Vlot és mtsai. 2020).

A mért fobb antioxidans enzimek koziil a paradicsomndvények levelében a SOD
aktivitasat a-pinén szignifikansan novelte a VT paradicsomndvenyek levelében, mely az Nr
esetében valtozatlan maradt. Ezzel korrelél, hogy korébban azt talaltdk, hogy az alacsony a-
pinén koncentracidé nem befolyasolta, mig magasabb koncentrdcioban mér fokozta az
enzimaktivitast (Zhou és mtsai. 2023). Az altalunk mért SOD enzimaktivitas valtozas az a-
pinén hatasanak ET fliggésére utal. Ezzel szemben a H202 bontd KAT és APX aktivitas (Tari
és mtsai. 2015) nem valtozott szignifikansan a mérési idépontokban az a-pinén hatdsara. A
POD aktivitas bar fokozatosan emelkedett a KAT enzimhez hasonl6an a hdrom vizsgalt nap
alatt, de az a-pinén tovabb fokozta aktivitasat a kontroll VT névényekhez képest, ami az Nr
levelekben elmaradt, utalva az ET jelent6ségére a folyamatban. A katalaz aktivitasa 72 ora alatt
jelentésen nem valtozott.

A nem-enzimatikus antioxidansok kozil az AsA és a GSH szintje szignifikans
csokkenest mutatott, majd az AsA szint 72 6ra elteltével a VT ndveényekben ismét
megemelkedett, ami az Nr novényekben elmaradt. A GSH csokkenése a VT levelekben
jelentdsebb volt az Nr levelekben mértekhez képest, mely az ET jelatvitel szerepére utal.
Ugyanakkor a vizsgalt nem enzimatikus antioxidansok mellett a monoterpének szerkezetébol
adodoan szintén keépesek a ROS semlegesitésére (Zhou és mtsai. 2023).

Az NO fontos szignalmolekula, kdzrejatszik a stresszhormonok (pl. ET) jelatvitelében,
az oxidativ robbands és az antioxidans-rendszer szabalyozadsaban, és a sztdmazaras
indukciojaban (Acharya és Assmann, 2009; Fancy és mtsai. 2017). Az Nr néveényekben az NO
szintje alapbdl magasabb volt, amire a szakirodalomban gydkércsucs vizsgalatnal talalunk
példat (Tari és mtsai. 2011). Az a-pinén hatasara azonban a VT ndvények levelében noétt
produkcidja, mely az NO szerepét bizonyitja az az a-pinén hatdsara indukalodott SAR soran,
mely az Nr levelekben elmaradt. Ismert, hogy a NO a lokélis immunvalaszokért felel és
kozvetlenill karositja a fertdzést okozo mikrobakat, de a SAR kialakitasaban is elengedhetetlen
szerepet tolt be a ndvényekben (Scheler és mtsai. 2013).

Els6ként Riedlmeier és mtsai. (2017) irtak le, hogy VT novényekben a PR1 relativ
génexpresszios szintje megemelkedik lokalis es disztalis szOvetekben is az a-pinén hatasara.
Meéréseink alapjan szembetiiné eredmény volt, hogy 24 h elteltével az Nr novényekben a PR1

gén relativ expresszids szintje mégis csokken, mely az a-pinen okozta védekezés jelentés ET
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fliggésére utal. Ugyanakkor az a-pinén fokozta a JA-fliggé DEF gén expresszids novekedését,
leginkabb az Nr levelekben, mely eltéré jelatviteli utvonalra utal az ET érzékelés hianyaban.
Az ET markergén expresszidja szintén megemelkedett az a-pinén hatdsara. A mezogazdasagi
novényvédelemben is jelentds szerves illékony anyagok és monoterpének képesek aktivalni
védekezéssel kapcsolatos PR1, PR2 és PR4 gének expressziojat a fogékony fajtakban, példaul
arpa névényekben (Sharifi-Rad és mtsai. 2017). Ugyanakkor az ET potencialis regulalo szerepe
ezidaig ismeretlen maradt.

Végiil az MDA és EL eredmények igazoltak, hogy az a-pinén kezelés nem befolyasolta
szignifikdnsan a levelekben az oxidativ stressz mértékét (Tari és mtsai. 2015) és az
életképesseget (Czékus és mtsai. 2020). Emellett az el6kezelés nem csokkentette a VT
levelekben a Botrytis cinerea fert6zés mértékét, de kismértékben pozitivan befolyasolta azt az
Nr levelekben.

Az eredmények jelentések az a-pinén, mint mikrobialis novényvéddszer-jeldlt
vizsgalataként. Rani és mtsai 2014-ben szilika nanorészecskékhez kotve tesztelték az a-pinén
és linalol kdzos hatasat. Nanorészecskékhez kétve a monoterpének akar 50%-kal csokkentették
a ragasi feluletet a kontrollhoz képest. Habar a direkt alkalmazott 0,1%-0s nanopartikulomhoz
adszorbedltatott a-pinén koncentracio hatékonysagabol a rovar larvakkal szemben, egyértelmii
kovetkeztetést nem vonhatunk le, felveti a mddszer tesztelésének igényét Pseudomonas s. és
Botrytis c. torzsekkel szemben is.

A nbveényi esszencialis olajok (EO) komponensei komoly bioldgia inszekticidek
lehetnek, koztuk, a kis kukoricamollyal (Tribolium castaneum) szemben a (-)-a-pinén enyhén
toxikus volt, a tébbi komponenshez viszonyitva. (Saad és mtsai. 2019) Az imént emlitett a
kutatdsban az EO komponenseinek szinergesztikus hatasa miatt hatékonyabban voltak
alkalmazhatok a komplex novényi kivonatok az egyes komponensekhez képest, amit céfol
Arantes és mtsai.-nak kullancsokon végzett kisérlete. Az a-pinén-t és a B-pinént tisztan,
szubletalis koncentraciokban alkalmazva hatékonyabban csokkentették a kullancsok
szaporodasi sikerét, mint a komplex kivonatokkal teszteld Pereira és mtsai. Az a- és B-pinén
biologiai aktivitdsa kozott szignifikans kiilonbséget irtak le, ami megerdsiti a két molekula
szeparalt vizsgalatanak jelent6ségét. Gyogynovények EO antifungalis hatékonysagat
vizsgaltak Botrytis ¢. micéliumndvekedesere vonatkoztatva. (Rguez és mtsai., 2024.) A magas

a-pinén tartalma zsalya, rozmaring és mirtusz-olaj hatékony antifungélis szernek bizonyultak.
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Osszességében megallapithatjuk, hogy az a-pinén eldkezelés kismértékii oxidativ
stresszt okozott a paradicsom ndvények leveleiben és aktivalta a védekezési hormonok
jelatvitelét, mely eltéréen alakult az aktiv ET jelatvitel hianyaban.

Az a-pinén elékezelés jo alternativaja lehet szamos, a fogyasztokra nézve karos
antifungdlis és antimikrobidlis szernek. A mez6gazdasagi felhasznalas tovabbi pozitiv
indikéatora, hogy a természetes eredetli molekula kevésbé stabil a szintetikus eredeti
vegyszerekhez Kképest, ezert hatdsa a talajeletre és a kornyezetre varhatéan joval
visszafogottabb. (Rani és mtsai 2014)

Eredményeink (jdonsaga abban all, hogy az a-pinén elékezelést egy eddigiekben
kdzvetlenl nem vizsgélt ndvényi hormon (ET) kapcsolatra teszteltlk, illetve a gazdasagilag
jelentds Solanum . mikrobialis fertézésével szemben vizsgaltuk, tovabb4, hogy az idaig le nem
irt legjelentésebb valtozasokat a nem-enzimatikus antioxidansok aktivitasaban mértik, az
clokezeléseket kovetéen. A nem-enzimatikus antioxidansok tovabbi vizsgalata a

monoterpének kiilonb6z6 koncentracid-valtozasainak tukrében, munkank alapjan indokolt.
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