A projekt eredményeinek osszefoglalasa

A szalicilsavas (SA) eldkezelés hatdsos kémiai edzési modszernek bizonyult nemcsak
biotikus stresszhatasokkal, hanem abiotikus stresszorokkal, mint példaul az alacsony
hémérséklet, a so- és szarazsagstressz, az UV-B sugdrzas, valamint a nehézfémek altal
kivaltott stresszhatasokkal szemben. Ennek az alapjat elsdsorban az SA altal kivaltott oxidativ
stressz jelentette, amely az utobbi idében az SA-indukalt reaktiv nitrogénformak (RNF),
elsésorban a nitrogén oxid (NO) altal kivaltott hatdsokkal is boviilt. Biotikus stressz esetén az
SA kelléen magas koncentracioi altal indukalt reaktiv oxigénformak (reactive oxygen species,
ROS) hatasara inkompatibilis gazda-korokozo kapcsolatban a korokozé koriil kialakuld
hiperszenzitiv reakcié (HR) kovetkeztében a sejtek elhalnak. Az ilyen gyors sejthalal
genetikailag programozott (programmed cell death, PCD), és megvédi a novényt a biotrof
korokozok kolonializacidjatol. Nekrotrof korokozok esetén a HR inkébb a fertdzést segiti eld.
A fert6zés helyétdl tavol esé szovetekben szisztemikus szerzett rezisztencia (SAR)
indukalodik, amely keretében az SA-indukalt jelatviteli folyamatokban a korokozok elleni
védekezést szolgald patogenezissel kapcsolatos gének (pathogenesis-related, PR) és novényi
antibiotikumok, fitoalexinek szintézise indukalodik. A nem korokozé talajlaké mikrobék is
indukdlnak a novényekben immunvalaszt, amelyet az etilén/jazmonsav (ET/JA) jelatvitel
kozvetit. Ennek soran szintén aktivalodnak olyan gének, amelyek a ndvények védekezési
reakciodit erdsitik (pl. a PDF1-2, a defenzin; tioninok, vegetativ raktarozott proteinek, VSP
stb.) A lokalis valasz mellett ez a jelatvitel is attevOdhet tavoli szovetekre, amit indukalt
szisztemikus rezisztencianak (ISR) neveziink.

Az emlitett folyamatokban résztvevé hormonalis jelatviteli utak, a szalicilsav, etilén és
a jazmonsav altal indukalt jelatvitel sok ponton kapcsolodhat, és eredménye is a
szinergizmustol a kdlcsonds gatlasig sokféle lehet (Pieterse et al. 2009). Régota ismert, hogy a
SA és a JA jelatviteli ut tobb pontjan alakulhat ki kolesonds blokkolas (pl. TGA, WRKY és a
MY C2 transzkripcios faktorok szintjén), viszont az ET és a JA kolcsondsen serkenti a masik
jelatviteli folyamatait tobbek kozott az ERF, ORAS9 transzkripcios faktorok szintjén.
Ugyanakkor a korabbi ismeretekhez mas jelatviteli utakkal vald kapcsolatok is tarsultak, igy
pl. az abszcizinsav ABA-SA vagy az auxin-SA antagonizmus.

Mivel a péalyazat megirasakor egyre nyilvanvalobba valt, hogy a ROS 4éltal kivaltott
valaszreakcioknak, az in. ROS szignalnak a hormonokhoz hasonl6 jelentdsége van a stressz
akklimatizacioban, vizsgélataink egy része arra irdnyult, hogy megismerjiik a kiilonb6z6
reaktiv oxigénformdk jelentdségét a szalicilsav altal indukalt akklimatizcioban illetve
programozott sejthalal inicidciojaban. A ROS szignal szarmazhat az endogén, a metabolikus
folyamatokban keletkez6 ROS mennyiségének ¢s mindségének megvaltozasabdl valamint a
kiilsé tényezOk hatasara indukalodd ROS jellegébdl. Mindez tobbféle ROS generalddasahoz
vezet, ami a kioltd mechanizmusok kapacitasa és aktivalodasdnak mértéke szerint sikeres
akklimatizacidhoz vagy a PCD indukcidjdhoz vezethet. Mittler és mtsai (2011) szerint az
egyes sejtekben keletkezd reaktiv oxigénféleségek hullamszeriien terjednek sejtrdl sejtre a
szovetekben, amely hulldmok egymadssal interferalva bizonyos sejtekben ROS robbanast
idézhetnek eld. Ugyanigy informacioként szolgal a stressz hatasara in situ ijonnan kialakuld



redoxpotencial valtozas, amelyet az ismert, legnagyobb poollal rendelkez0 redox parok
(NAD(P)"/NAD(P)H, GSSG/GSH, DHASC/ASC) redukaltsaga hataroz meg elsésorban.

A képet tovabb arnyalja, hogy a stressz hatdsara keletkezd nitrogénmonoxid szintén
reagalhat kiilonboz6 reaktiv oxigénformakkal, igy a kdrnyezet kémiai paramétereitdl fiiggden
mind a szuperoxid gyokanionnal, mind a hidrogénperoxiddal peroxinitritet képez. Mivel a
peroxinitrit csak magas koncentracioban karos a novények szdoveteire, ez a folyamat egy ideig
csOkkentheti az oxidativ stressz mértékét.

Mind az oxidativ, mind az RNF altal indukalt nitrozativ stressz a fehérjék
poszttranszlaciés moédosulasdhoz vezethet. Ennek hatasara specifikus pozicioban 1évo cisztein
aminosavak —SH csoportjai S-nitrozilalodhatnak (S-NO képzddésével), S-szulfenalodhatnak
(—SOH képzddésével), S-tiolalodhatnak (GSH-val vagy fehérjékkel diszulfid hid keletkezése
kozben) vagy S-szulfinalédnak (S,OH képzddésével). A peroxinitrit a fehérjékben 1évo,
idézheti eld. Ezek a nitrooxidativ stressz kozben indukal6do folyamatok tovabb finomithatjak
a jelatviteli utak aktivitasat, illetve vezethetnek kozvetleniil a PCD indukcidjdhoz (Kocsy et
al. 2013).

Korabban sikeriilt kimutatnunk, hogy az exogén SA-val eldidézett kémiai edzés
sikeresen fokozta paradicsom ndvények (Solanum lycopersicon cv. Rio Fuego) sostressz
akklimatizacigjat. Ezt a hatast az elékezelés hatdsara indukélodo ozmotikus adaptacié (Poor et
al. 2011), az eldkezelés soran atmenetileg aktivalédoé antioxidans mechanizmusok (Tari et al.
2011; Tari et al. 2015), az abszcizinsav bioszintézisének fokozddasa segitette eld (Szepesi et
al. 2009; Horvath et al. 2015a), amely az eldkezelést kdvetd sostressz soran a gydkérben
kialakul6 ionikus stressz csokkenését (Szepesi et al. 2009), megndvekedett fotoszintetikus
aktivitast és ennek kovetkeztében egyes kompatibilis ozmotikumok (cukrok, szorbitol)
eredményezte (Gémes et al. 2011; Tari et al. 2015).

A palyazatban az abiotikus stressz reprezentdnsanak tekintett sostressz €s a biotikus
stresszt reprezentalo exogén szalicilsav altal kivaltott folyamatokat vizsgéltuk szubletalis (100
mM NaCl, 10* M SA) és letalis koncentraciok (250 mM NaCl és 10° M SA) esetén. A
mutansokkal végzett kisérletek kivételével a munkat Solanum lycopersicon cv. Rio Fuego
paradicsom fajtaval végeztiik.

A palyazat egyik fontos céljaként tliztiik ki annak feltarasat,

1. hogy a ROS és RNF homeosztazisban bekovetkezd valtozasok mennyiben hatarozzak
meg azt, hogy a novények alkalmazkodnak a stresszorhoz vagy inicidlédnak a PCD
folyamatai. Részletesen vizsgaltuk a poliamin akkumulaci6 és a poliaminok oxidacioja
altal indukalt ROS és NO szerepét az akklimatizacioban és a PCD indukcioban.

2. A jelatviteli utak lehetséges kapcsolodasanak vizsgalatat abszcizinsav bioszintézis
mutans sitiens, etilén receptor mutans Never ripe és jazmonsav jelatviteli mutans jail-
1 paradicsom ndovényekben vizsgaltuk. A sitiens mutacio az ABS bioszintézisének
lycopersicum L. cv. Rheilands hattérben. A Never ripe mutaciét, ami a vegetativ
szovetekben is érinti a Arabidopsis ETR3-mal homolog etilén receptort, Ailsa Craig
hattérbe vitték be. A jail-1 mutacio az SLCOI1 (coronatine insensitive-1) gént érinti
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Micro-Tom hattérben, a novények mindenféle JA-Ile valaszban deficiensek. Valaszt
szerettiink volna arra is kapni, hogy elképzelhet-e a jelatviteli utak kolcsonhatasa
ROS és RNF szinten.

3. A folyamatokat sejtszinten a Solanum lycopersicum L. cv. Rio Fuego novényekbdl
készitett sejtszuszpenzidban vizsgaltuk.

4. Mivel a novényi PCD-k morfofiziologiai osztalyozasdban nincs teljes konszenzus,
ezért a sostressz ¢és az SA altal kivaltott sejthaldl tipusat aszerint vizsgaltuk, hogy
megfelel-e az un, autolitikus vagy nem autolitikus tipusnak (van Doorn, 2011). Ebben
a folyamatban kulcsszerepe van a kiilonb6z6 proteazoknak, elsdsorban a cisztein
protedzok egyes osztdlyainak, a protedz inhibitoroknak és olyan PCD-t gatld
antiapoptotikus fehérjéknek, mint a Bax Inhibitor-1.

Eredmények:

1. Annak igazolasara, hogy az SA-indukalt ROS és az RNF interakcidja szabalyozhat
bizonyos fiziologiai valaszokat, a sztdmamiikodés vizsgalatat valasztottuk. Megallapitottuk,
hogy paradicsom abaxidlis epidermisz nyuzatokon az emelkedd szalicilsav koncentraciod
fiiggvényében valtozik a sztomak nyitottsaga. A varttal ellentétben, a légrés alacsony (107 M)
SA koncentracional zarul, majd nyitottsaga 10 M koncentracioig Gjbol ndvekszik, amit egy
mésodik zarodas kovet 10° M-nal. A zarodas a zardsejtekben jelatviteli intermedierként
szerepld HyO, és NO koncentracio valtozasaval 6sszhangban kovetkezik be. Emelkedé H,0;
és NO koncentracional a légrés zarul, csdkkend koncentracioknal, aminek minimuma 10™* M-
0S SA-nal mérhetd, nyitodik. A 1égrés atmérdje hasonld tendencidju valtozadsokat mutat abban
az esetben is, ha az SA mellett ROS vagy NO kioltokat alkalmazunk ugyanebben a
rendszerben. A ROS ¢és az NO minimuma, ami a fiziologiai valaszhoz, a 1égrés nyitddasdhoz
vezet, a reaktiv oxigén- és nitrogénformak interakcidjadnak kovetkezményeként all eld, amit
specifikus inhibitorokkal bizonyitottunk.

A 10% M SA koncentraci6 az alacsonyabb koncentraciokkal ellentétben a zardsejtek
fotoszintetikus aktivitdsdnak gatlasahoz is vezet, ami a PCD indukcidjanak egyik korai jele
(Poor et al. 2012a).

2. Megallapitottuk, hogy az SA-val torténd kémiai edzés utan a sikeres séstressz
akklimatizaciés folyamatokban a stressz-indukalt ROS hat4sainak glutation peroxidazok
altali kontrollalasa (Horvath et al. 2015b) és a gyokerek redox homeosztazianak fenntartasa
elsédleges jelent6ségii (Tari et al. 2015). A sostressz akklimatizacioban rendkiviil fontos
tényezO6 az abszcizinsav koncentracid a kontrollénal kissé magasabb értéken tartdsa és az

etilénprodukci6 mérséklése (Horvath et al. 2015).
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3. Exogén H,0O, elokezelés rontotta, exogén NO generator (100 uM-0s nitroprusszid
natrium, SNP) kezelés javitotta a gyokércsucsok sejtjeinek életképességét szubletalis sostressz
esetén, mig mindkét eldkezelés gyorsitotta a PCD indukcidjat letdlis sostressznél. Ennek
hatterében az exogén H;O, hatdsara a stressz alatt megnovekedett szuperoxid gydkanion,
azonos H,0O, valamint atmeneti és elégtelen NO akkumulacié all, ami az els6 24 o6rdban nem
jart egylitt a proteolitikus aktivitas szignifikans novekedésével. A protedzokat zselatin-SDS-
poliakrilamid gélelektroforézissel elkiilonitve megallapitottuk, hogy a sostressz hatisara
indukalodik az Gssszes proteaz aktivitds, amely proteazok koziil jédacetamiddal, a cisztein
proteazok gatloszerével tobb sav blokkolhatd a két eldkezelés utan a gyokérekbdl kivont
mintdkban (Borbély 2014a), ebben a rendszerben azonban nemcsak a cisztein protedazok
aktivalodtak.

Az SNP el6kezelés szubletalis sostressznél szignifikansan megemelte az NO
akkumulacidt és novelte a letalis sostressznek kitett gyokerekben a szuperoxid gydkanion
mennyiségét valamint csokkentette a HyO, tartalmakat. Szubletalis sostressz hatasara csak
atmenetileg, letalis sdékoncentracid hatasdra gyorsan és jelent6sen indukélodott az Gsszes
protedzaktivitds, amely nagymértékben a cisztein protedzok aktivalodasabol szdrmazott. Az
SNP szubletalis sostressznél csokkentette, letalisnal novelte a cisztein protedzok aktivitasat,
amely teljes kivonatban E-64-es gatlassal, a cisztein proteazok masik specifikus gatloszerének
alkalmazasaval kimutathaté volt (Borbély, 2014b). A méréseket Borbély Péter Biologus
MSc-s hallgaté diplomamunkdjaban és TDK dolgozataban foglaltuk dssze.

A Kkisérletek soran igény meriilt fel arra, hogy a ciszetin protedzok aktivitasanak
meghatarozasat a zselatin-SDS-poliakrilamid gélelektroforézisnél hatékonyabb modszerrel
végezziik el. Ennek megvalodsitasdra Kovacs Judit PhD hallgatd, aki a palyazat elsé harom
évében vett részt a munkakban, tobbszor is lehetdséget kapott a TAMOP 4.2.4. A/2-11-1-
2012-0001 ‘National Excellence Program’ keretében elészor Kolnben, majd Oxfordban,
Professor Renier van der Hoorn laboratoriuméban a cisztein protedzok aktivitds alapu
profilirozasanak (activity-based protein profiling) elsajatitdsara. A  tovabbiakban
tanszékiinkon is kialakitottuk a modszer alkalmazasanak lehetdségét az aktiv cisztein
proteazok kimutatasara. Igy sikeriilt bizonyitani a sostresszel kezelt ndvényekben egyes
papain tipusu cisztein protedzok aktivalodasat. A munkabol késziilé cikk kozlésre kész
allapotban van (Judit Kovacs, Péter Poor, Farnusch Kaschani, Balakumaran Chandrasekar,

Tram Ngoc Hon, Irma Tari and Renier A.L, van der Hoorn: Lethal salt stress induces papain-



like cysteine proteases and alteration in proteosome in tomato roots), a munka Kovacs Judit
PhD dolgozatanak részét képezi.

4. Vizsgaltuk a poliamin akkumuliciét és a poliaminok oxidacioja altal indukalt
ROS és NO szerepét a stressz akklimatizacioban és a PCD indukcioban. A poliaminokrol
koztudott, hogy mint polikationok, fontos szerepiik van a membranok stabilizalasaban, a K*
hiany kompenzalasdban és a kotott formak antioxidans hatasat is leirtdk. A poliaminok a
diamin- (DAO) és poliaminoxidaz (PAO) altali apoplasztikus végoxidacidjanak fontos
szerepe lehet a sostressz indukalt illetve az SA-indukalt oxidativ robbanasban.

Bizonyitottuk, hogy a letélis sostressz hatdsara az id6 fiiggvényében megnovekedd
H,0; koncentracio és a gyokerek NO akkumulacidja korrelaciot mutat mind a gydkérben,
mind a levelekben a DAO és PAO aktivitds maximumaival, mig mindez a toleralhat6, 100
mM-os NaCl koncentracional nem alakul ki. Mindez gatolhaté a PAO aktivitds specifikus
inhibitordval, az MDL-72,527-tel. Ez arra utal, hogy a poliaminok katabolizmusa hozzajarul a
PCD ROS és RNF altali indukcidjahoz sostressz esetén. A szubletlis sostressz mellett
megemelkedett a spermidin és a spermin koncentracidja a szovetekben, mig ez sokkal kisebb
mértéki a letalis sostressz esetén. A témabol késziilt cikk (Takacs Z, Poor P, Szepesi A, Tari
I: “In vivo inhibition of polyamine oxidases by a spermine analogue MDL-72,527 results in
distinct changes during sublethal and lethal salt stress in polyamine pattern, in the activity of
diamine and polyamine oxidases and in the accumulation of H,O, in tomato plants)
benyujtasra keriilt és jelenleg elbiralas alatt van.

A sostresszel ellentétben a H,0O, tartalom ¢€s az NO akkumuldcié nem mutatott szoros
korrelaciot a PAO ¢és DAO aktivitdssal a PCD-t kivaltd SA koncentracioval kezelt
ndvényekben, bar a gydkerekben a PAO aktivitas, a H,O; és NO szintje megemelkedett a
kezeletlen kontrollhoz és a szubletalis SA-hoz képest. Ez arra utal, hogy a PA
katabolizmusnak elsddlegesen kevésbé jelentGs szerepe lehet az SA-indukalt PCD kezdeti
szakaszaban. Mivel az aminoguanidin, a DAO inhibitora mind a ROS, mind az NO
egy gyokos reakcidlanc tetszéleges ponton torténd gatlasa csokkenti a lancreakciot. A szabad
poliamin szintekben nem taldltunk Iényeges kiilonbséget a kezelések elsd harom ordjaban
(Szepesi et al. 2014).

5. Szuszpenzids kultirat inditottunk a letalis sostressz- és az SA-indukalt jelatviteli
folyamatok feltérképezésére. Megallapitottuk, hogy a soOstressz hatisara etilénprodukcio
fokozddas figyelhetd meg a szovetkultura sejtjeiben, ami ndveli az akkumulalédé ROS
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mennyiségét €s hozzajarul egy mérsékelt NO akkumulacidhoz. Ezzel szemben SA kezelés
hatdsara nincs szignifikans etilénprodukci6é fokozoddas, joval kisebb a ROS akkumulécio,
viszont jelentésen megemelkedik az NO szintje a PCD iniciacidjakor a sejtekben. Mindkét
stresszor hatasdra megfigyelhetok apoptotikus morfoldgiai elemek, mint pl. a citoplazma
zsugorodésa, a sejtmagvak festddése TUNEL modszerrel, a DNS internukleoszomalis
indukalodtak a ciszetin protedzok (Poor et al. 2013). Megallapitottuk tovabba azt is, hogy a
sostressz indukalt PCD-ben az etilén meghatarozo szereppel bir, mig nem jatszik szerepet a
szovetkulturakban az SA-indukalt folyamatokban.

A stresszorok hatasara indukal6doé iontartalom valtozasokat a Poor P, Szopko D, Tari I
(2012b) lonic homeostasis disturbance is involved in tomato cell death induced by NaCl and
salicylic acid. In Vitro Cellular and Developmental Biol Plant 48:377-382. cimii cikkben
kozoltiik.

A szuszpenziés sejtkultirat eredetileg a gyokércsucsok merisztématikus zonajaban
megfigyelhetd sejtszinti folyamatok modellezésére szantuk. Kideriilt azonban, hogy
szovetkultardkban a PCD iniciacio elsé 6 oOrajaban teljesen mdas folyamatok jatszodnak le,
mint a gyokércsticsokban, ahol a PCD-t indukdldo 250 mM-os NaCl hatisira az
etilénprodukci(’) gétl(’)dik. Hasonldan ellentétes tendencia ﬁgyelhet6 meg a két rendszer NO
gyokerek 0sztddod zondjaban mérhetd valtozasokat a PCD iniciacid soran (Poor et. al. 2014).
Ez eltérd ionakkumuléciohoz vezet a gyokércsticsokban és a szuszpenzios kultira sejtjeiben,
ami elsdsorban a kéalcium és a magnézium tartalmakban nyilvanul meg.

A mitokondrium szerepét a PCD indukciéjaban tobbféle megkozelitéssel
vizsgaltuk. Sikeriilt megéllapitani, hogy az SNP eldkezelés csokkentette a sostressz indukalt
citokrom c kieresztést a boritomembranok kozotti térbdl a citoplazmaba (Patyi Gébor

Biologia BSc szakdolgozata, 2014), ami a PCD iniciaci6 egyik fontos ismérve.

novenyek
_.=frakclojaban 6 o1as 0 1

it A citokrom
gyokerklvonatanak cztoplazmat:__
mM SNP 111 ZSOmMNaCI keze st k




6. A hormon jelatviteli utak akklimatizacioban és a PCD indukcioban betoltott

szerepét hormon bioszintézis vagy jelatviteli mutansokban vizsgaltuk.

Kimutattuk, hogy a varakozassal és az irodalmi adatokkal ellentétben az etilén jeldtvitel

blokkolasa a Never ripe mutans paradicsomban nem csdkkentette, hanem inkébb ndvelte a

ROS és RNF akkumuldciét, megvaltozott azonban az egyes reaktiv oxigén és nitrogénformak

mindsége, ¢s akkumulacidjuk erdésodott a szubletalis sokoncentracional a mutans
novényekben. Kiilondsen jellemzd volt a mutansban a szuperoxid gydkanion akkumulacioja a
hidrogénperoxiddal szemben, valamint a peroxinitrit felhalmozéddsa magas NaCl
koncentracional. Mindezek mellett a vad tipus szdmara szubletalis koncentracional a
mutansban emelkedett a cisztein protedz aktivitds, és a mutans alacsony sdkoncentracional
jelentds ionikus stresszt mutatott (Poor et. al. 2015), vagyis érzékenyebbé valt a sostresszel
szemben.

Az etiléntdbblet hatasat az etilén prekurzoraval, az exogén l-aminociklopropan-1-
karbonsav (ACC) kezeléssel megemelt etilénprodukciot mutatd, vad tipusu novényekben
vizsgaltuk. Ellentétben a szubletdlis sokoncentracioval kezelt ndvényekkel, az ACC is
novelte a szuperoxid gydkanion mennyiségét letalis soOstressznél, viszont nem okozott
szignifikans H,O, ¢és NO akkumulacié emelkedést, ami nagyon hasonlo a Never ripe
vélaszreakcidjdhoz. Az exogén ACC ugyanakkor javitotta, kiilondsen révid inkubécios 1d6
utan, a szubletalis sostressz mellett mért fotoszintetikus aktivitast, ami elsdésorban a PSI
hatékonyabb miitkodésével magyardzhato (Borbély et al. 2015).

Az ABS bioszintézis mutans novények sokkal érzékenyebben reagaltak a sostresszre,

mint a vad tipusuak, és a 100 mM NaCl-es kezelés utan is elpusztultak, azt sugallva, hogy az
ABS szintézis aktivacidja elengedhetetlen tényezdje a sostressz akklimatizacionak (Horvéath et
al. 2015). A Never ripe mutansokhoz hasonldan a gyokércsucsokban ez a szuperoxid ¢€s a
peroxinitrit szint szignifikans emelkedésével és a H,O, és NO akkumulaciot elmaradasaval
jart egylitt a mutansban szubletalis soOstressznél, ami a szovetek elhalasdhoz vezetett. A
mutansban szubletalis sostressznél mar jelentésen nétt a protedz aktivitas, amelyek kozott
cisztein proteazok is kimutathatok (Kovacs et al. 2014).

A sit mutansok fotoszintézise is erételjesen gatlodott a vad tipus szamara szubletalis
sostressz alatt, melynek soran minkét fotoszisztéma karosodott. A CO, fixacid gatlodasa a
mutansban a sztdmakonduktancia dramai csokkenésének tudhaté be a sostressz alatt, ami
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egyébként a sztdbmazarodast kivaltdo ABS hidnyaban alakult ki a mutans novényekben. Az
ABS hianya tehat novelte a ndvények sostressz érzékenységét (Czékus, 2015, BSc-s
szakdolgozat és TDK dolgozat).

Az exogén abszcizinsav kezelés érdekes mdodon szintén oxidativ és nitrozativ stresszt
okozott a gyokércsucsokban, amelyre a szuperoxid gyok akkumulécidja, a H,O, és az NO
szintek megemelkedésének elmaradasa volt jellemzé. Igy az exogén ABS nem enyhitette a
letalis sostressz hatdsat, szubletalis soéstressznél pedig nem volt szignifikans hatdsa. Ez arra
utal, hogy az endogén ABS akkumulacio6 elegendd az akklimatizaciohoz szubletalis sostressz
esetén.

A Jai-1 jazmonsav jelatviteli mutans paradicsomok gyokércsucsaban csak a 250 mM
NaCl emelte meg a reaktiv oxigénformak és az NO mennyiségét, szubletalis sostressznél ez
elmaradt, és bar csokkent a gyokércstcs sejtjeinek az életképessége, ez joval kisebb mértékil
volt, mint a Never ripe és a sit mutdnsoknal hasonl6 kezelések esetén. Ugy tiinik, hogy a
jazmonsav jelatvitel blokkolasa mérsékelte leginkabb a sostressz indukalt PCD-t.

A mutansokban az exogén SA hatdsidra indukalodd ROS ¢és NO produkcio is
blokkolddott, ami a JA/SA interakcid irodalmi vonatkozasainak ismeretében tovabbi érdekes
kisérletek sziikségességét vetiti eldre.

7. A séstressz és az SA altal indukalt PCD-t 6sszehasonlitva megallapithatjuk, hogy a
magas sokoncentracié altal kivaltott stressz soran a membranok integritadsanak csokkenését
jelzd elektrolit kiaramlas idében joval korabban kezdddott, ez a sdstressz esetén 6 illetve az
SA kezelés utdn 24 o6ra utdn indukalodott a gydkerekben, és a sokezelt novényekben a
levelekre is kiterjedt. Hasonloan, sostressz hatasdra korabban aktivalodtak a proteazok,
amelyek kozott cisztein protedzok is taladlhatok. Bar a levélben mindkét stresszor hatasara
gyorsan nétt az SLCYPI1 és az SLMCA-1 cisztein protedzokat kddold gének expresszidja, a
gyokérben ezek elsésorban SA hatasara expresszalodtak, a vakuolaris processzald enzim
expressziojaban csak a PCD-t indukald SA hatésara figyelheté meg névekedés. A cisztatinok,
a cisztein protedz inhibitorok expresszidja szubletdlis stressz esetén mindkét stresszornal
magasabb volt, igy a protedz inhibitorok hianya vezethet a protedazok erdteljes
aktivalodasahoz a PCD indukcioja soran. A Bax Inhibitor-1 expresszidja szubletalis
sOstressznél magas marad mind a gydkérben, mind a levelekben, mig letalis sostressznél az
expresszio lecsokken, ami szintén okozhatja a nagyobb mértékii protein degradacio
kialakulasat a sostressznek kitett novényekben. A séstressz tehat valoban nevezhetd
autolitikus PCD forménak, mig a protedzok aktivalodasat az SA letélis koncentracioja mellett
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is megfigyelhetd proteaz inhibitor és Bax Inhibitor-1 expresszi6 is késleltetheti (Kovacs et al.
2016).

8. Altalanossagban megallapithat6, hogy PCD indukcié abban az esetben tértént a
legkiilonb6z6bb mutansok és kezelések esetén, ha a szuperoxid gyokanion és peroxinitrit
koncentracio szignifikinsan megemelkedett, mig a H>O, és NO mennyiségének
emelkedése elmaradt. Ez a legkiilonbozébb kombinacioknal kialakulhat, igy a hormon
bioszintézis és jelatviteli mutans novények egyedi fiziologiai vizsgalata, és (amennyiben
ez egyaltalan lehetséges) a ROS és RNF masodlagos hatasianak a mutacio elsodleges
hatasaitol torténé elkiilonitése valamennyi vizsgalati rendszerben nélkiilozhetetlen.
Mivel a ROS és RNF formai és ezek aranyai egyedileg hatarozzak meg a génexpressziot
és a redox rendszerek aktivalodasat, a kiilonb6zo modszerekkel eloallitott mutansok és
transzgénikus novények fiziologiai jellemzés nélkiili hasznalata fals kovetkeztetések

levonasat eredményezheti.

A palyazat 1 megvédett PhD (Poor Péter), 2 folyamatban 1évé PhD dolgozat (Kovacs Judit,
Takacs Zoltan), 2 BSc-s és egy MSc-s diplomadolgozat, két TDK dolgozat elkészitéséhez
nyujtott pénziigyi alapot. A kisérletek anyagabol 12 db folyoiratcikk (IF: 22,289), 1 db
konferenciacikk, 31 db konferencia kozlemény és 1 db angol nyelvii konyvfejezet sziiletett.
Benyujtott illetve eldkészitett allapotban van tovabbi 3 cikk.
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