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Bevezetés

A novények gyorsan képesek felfogni és reagalni a kulonbdzé kornyezeti valtozasokra.
Komplex fiziolégiai, biokémiai és molekularis biologiai mechanizmusokat alakitottak ki, melyekkel
képesek alkalmazkodni a kilonb6zd stresszekhez. A ndvényi stresszeket eredetlk alapjan kétféle
csoportra oszthatjuk: biotikus- és abiotikus stressz. Abiotikus stresszrél akkor beszelhetiink, ha
valamilyen fizikai vagy kémiai behatas éri a ndvényt.

A sostressz vildgszerte az egyik legfontosabb stresszfaktor, ami nagymértékben csokkenti a
novekedést és limitdlja terméshozamot. A paradicsom, S. lycopersicum, mez6égazdasagban
széleskérben elterjedt haszonnévény, termesztése a meleg és szaraz terlletekre jellemzd, ahol egyre
nagyobb problémat jelent a ndvekvd sétartalom nemcsak a talajban, hanem az 6nt6z6vizekben is.
Emiatt egyre nagyobb figyelmet kap a sOstressz hatasa a paradicsom termesztésben.

A sOstresszre adott valasz igen komplex folyamat és kilénb6z6 morfoldgiai és fizioldgiai
valtozasokkal jar. Sdstressznek harom f6 hatasa van: ozmotikus-, ionikus és oxidativ stresszt general.
Ha hosszabb ideig, illetve magas koncentracidban van jelen a sé, akkor a Ca?* szignal indukalédasa,
a ROS termel6dése, a citoplazmatikus K*/Na* arany csokkenése és megfeleld proteazok aktivaldodasa
egylttesen programozott sejthalalt (PCD) indukal.

A novényi hormonok kozponti szabalyozéi a ndvekedésnek és fejlédésnek és képesek
befolyasolni a novény és kornyezete kozti interakciot, beleértve a stresszre adott valaszokat. Az
abszcizinsav (ABS) olyan fitohormon, amely kilénb6z8 utvonalakon hatva fontos szerepet jatszik a
sOstressz csokkentésében. Jol ismert, hogy az ABS szintézise vizhianyos allapotokban megndvekedik
€s szabalyozza a novény vizhaztartdsat és ozmotikus stressztolerancigjat a sztémaregulacion
keresztiil. Az ABS és cisztein protedzok kapcsolatarél azonban igen keveset tudunk, habar
molekularis és biokémiai vizsgalatok kimutattak, hogy az ABS megakadalyozza a gibberellinsav-
indukalta PCD-t cisztein protedzok gatlasan keresztiil.

A PCD egy genetikailag kédolt, az embriogenezis és egyedfejl6édés soran is gyakran
megfigyelhetd, fontos fizioldgiai folyamat, mely a névények biotikus és abiotikus stresszel szembeni
védekezésének szerves részét képezi. PCD soran végbemegy a fehérjék degradacidja, mely két 6
folyamat ltal, proteazok, vagy a proteoszéma altal térténhet.

A proteazok fontos szerepet jatszanak az egyedfejlédési folyamatok szabalyozasaban és a
stresszre adott valaszok kialakitdsdban a fehérjék kdrforgalmanak szigoru ellen6rzésével. Annak
ellenére, hogy a legtdbb sejtszintli folyamatban szerepet jatszanak, még mindig igen keveset tudunk
szubsztrat specifitasukrol, pontos fizioldgiai szerepikrél vagy lokalizaciéjukrél. Mi a cisztein proteaz
csaladot vizsgaltuk, mely a legnagyobb proteaz csalad a szerin hidrolazok mellett. Két osztalyarél, a
vakuolaris processzalé enzimekrdl, illetve a papain-szeri cisztein proteazokrél mar kimutattak, hogy
kilénbdz6 PCD tipusok szabalyozasaban szerepet jatszanak.

A 26S proteoszOma egy igen bonyolult, konzervalt fehérje komplex, melyet a 20S- és 19S
proteoszéma épit fel. A fehérjék degradéaciojaért felelés katalitikus alegysegek (81, B2 és B5) a 20S
proteoszéma kdzponti kamrajaban helyezkednek el. A proteoszémanak jelentés szerepe van a

szelektiv fehérjelebontasban sejthalal és fejlédési folyamatok soran.
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Célkitiizések

Munkank soran dsszehasonlitottuk, hogy milyen fiziologiai, biokémiai és molekularis bioldgiai
valtozasok figyelhetéek meg a paradicsom noévények levelében, illetve gyokerében a szubletalis, 100
mM NacCl- és a letalis, PCD-t indukalo, 250 mM NaCl kezelés hatasara.

Vizsgaltuk tovabba az ABS szerepét a kulonb6z4 sdkezelések alatt ABS bioszintézis mutans

(sitiens) paradicsomban.

A kovetkez6 kérdésekre kerestik a valaszt:

1. Hogyan reagalnak a kildnb6z8 ndvényi szervek az alkalmazott sdkezelésekre?

2. Van-e specifikus hatasa a séstressznek a kilénb6z8 fehérje degradacios utvonalakra, hogyan hat
a Cys proteazokra, illetve a proteoszémara?

3. Hogyan befolyasolja az ABS hiany a paradicsom gytkerének s6érzékenységét? Milyen fizioldgiai,
illetve molekularis bioldgiai valtozasokat tapasztalunk a sitiens mutansok gydkerében?

4. Vajon az ABS hiany hat-e a proteazok aktivitasara?

Anyagok és modszerek

A névénynevelés

Kisérleteink soran Solanum lycopersicum Mill. L. cvar. “Rio Fuego” és Solanum lycopersicum cv. “Rajna vidéki’
paradicsom novények vad tipusét illetve sitiens mutdnsat hasznaltunk fel. A csirdztatds 3 napon keresztiil
sotétben, 26°C-on tortént. Ezt kovetéen a nodvények két hetes korukig perlitben, majd 4-6 hetes korukig
vizkultdraban, Gveghazi kérilmények kozott ndvekedtek. A tapoldat 6sszetétele a kovetkez6 volt: 2 mM Ca(NOs)z,
1mM MgSOs, 0.5 mM KCI, 0.5 mM, KHz2PO4, 0.5 mM NazHPO4, 0.001 mM MnSQO4, 0.005 mM ZnSO4, 0.0001 mM
(NH4)sM07024, 0.01 mM H3BO4, 0.02 mM Fe(lll)-EDTA. A ndvényeket 0, 100, 250 mM NacCl oldattal kezeltuk.

Az életképesség meghatarozasa fluoreszcens festéssel gyokércsucsban

Fluoreszcein diacetatot (FDA) hasznaltunk életképesség meghatarozasra Gémes és mtsai (2011) alapjan. A
fluoreszcencia intenzitast Zeiss Axiovert 200M tipusu mikroszkop alatt (Carl Zeiss Inc., Jena, Németorszag), a 10-
es filterszett, vagy 20HE filterszett segitségével vizsgaltuk. A felvételek elkészitésénél 5X objektivet alkalmaztunk.
Az életképesség meghatarozasa elektrolit kieresztés (EL) alapjan

Az elektrolit kieresztést Poor és mtsai. (2014) alapjan hataroztuk meg.

Az elemtartalom meghatarozasa

2 g friss ndvényi mintat desztillalt vizben térténé erSteljes kétszeri mosast kévetden szaritdészekrényben 80°C-on
24 6ran at szaritottuk. A lemért szaraz tomeg( (SZT) mintakat 6 ml koncentralt salétromsavval roncsoltuk 20 6ran
keresztil, majd 2 ml H202-t mértiink ra elszivo fiilke alatt. A mintakat roncsolé csévekbe ontottiik és 200°C-on 25
percig roncsoltuk mikrohullamu roncsoléban (MarsXpress CEM, Matthews NC, USA). A kihllés utan a mintakat
20 ml-re higitottuk ioncserélt desztillalt vizzel. Az elemek meghatarozasa a megfelelé kalibraciok és higitasok
elkészitése utdn atomabszorpcids spektrométerrel (AAS, Hitachi Z-8200, Tokyo, Japan), leveg6-acetilén lang
alkalmazasaval tortént (Trivedi és Erdei 1992). A mért elemtartalmak mennyiségét umol gt SZT értékben adtuk
meg.

ROS és NO produkcié meghatarozasa fluoreszcens festéssel gyokércsucsban

A klloénb6z6 koncentracioju kezelések hatasara bekdvetkezé6 ROS produkciot a 2’,7’-dikloro-dihidro-fluoreszcein-
diacetat (H2DCFDA) fluoreszcens festékkel detektaltuk (Suhita és mtsai. 2004). Az NO termelédést 10 yM 4,5

diaminofluoreszcein-diacetat (DAF-2 DA) fluoreszcens festékkel detektaltuk.
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H202 szint detektalasa

A H20: szintet spektrofotométerrel mértik Horvath és mtsai (2015) alapjan, néhany modositassal.
Fehérjetartalom meghatarozasa

Osszfehérje tartalmat Bradford modszerrel mértiink.

Proteolitikus aktivitds meghatarozasa

Azokazeines modszer

Azokazeint alkalmaztunk nem-specifikus szubsztratként az 6sszes protedz aktivitas meghatarozasahoz. Az 50 pl
noévényi kivonatot, 300 pl 1% azokazeinnel (w/v) és 650 ul K-foszfatpufferrel (pH 5.5) 37 °C-on 2 h-n keresztiil
inkubaltuk. A folyamatot 30 percig tarté 300 pl 10%-o0s hideg triklérecetsavas kezeléssel (TCA) allitottuk le jégen.
A mintékat lecentrifugaltuk (12000 RPM, 10 perc, 4°C), majd fotometraltuk 440 nm-en (KONTRON kétsugaras
spektrofotométer, Milano, Olaszorszag) (Pereira és mtsai. 2010).

Zselatin-SDS PAGE

A protedzok aktivitasanak meghatarozasara 20 pl fehérjemintat valasztottunk el 0,1%-0s zselatint tartalmazo
SDS-PAGE-vel (5%-os fels6 gél, 12,5%-0s als6 gél) 90 V-on 20 percig, majd 70 V-on 120 percig (Grudkowska és
Zagdanska 2010; Rossano és mtsai. 2011). A mintdkhoz és a gélhez adott 20%-0s natrium-dodecil-szulfatot
(SDS) az elvalasztas utan 2,5%-os Triton-X 100 oldattal mostuk, a gélek razatasa kétszer 40 percig (40 rpm,
25°C) tortént. A géleket ezutan inkubécios pufferbe tettiik (50 mM Tris-HCI, 5m M CaClz, 2m M MgClz, pH 5,5)
37°C-on 16 orara. Az inkubacio utan a géleket 250 ml 0,1% Coomassie Brilliant Blue R-250 festékkel (40%-0s
metanol és 10%-0s ecetsavat tartalmazé oldatban) festettik meg 30 percig, majd mostuk kétszer 30 percig. A
géleket ezutan desztillalt vizbe helyeztiik, majd digitalizaltuk.

“Small-Scale Labelling” reakcié

Minta el6készités

A mintdk 50 mM Tris pufferben (pH 7.5, 5 mM DTT) voltak homogenizalva a proteoszéma vizsgélathoz, majd
10000g-n, 10 percig, 4 °C-on centrifugaltuk.

Papain-szeri cisztein proteazok (PLCP-k) jel6lése

A 100 pg/ml fehérjekivonatot inkubaltunk 0.3 uM MV201 prébaval 4 o6raig szobah6mérsékleten, soététben.
El6inkubalas esetén gatloszerként 50 yM E64-t hasznaltunk 30 percig. A reakciét kloroform/metanolos
kicsapassal allitottuk le (Friedman 2007). A csapadékot 1 X SDS—PAGE loading pufferben oldottuk vissza és 5
percig, 95°C-on inkubaltuk. A mintakat 12% SDS gélen (200 V/1h) futtattuk.

Proteoszéma alegységek jellése

A 100 pg/ml fehérjekivonat 2 pM MV151 prébaval 3 éraig inkubaltuk, més esetben 0.2 uM MVBO072 probaval vagy
egyszerre 0.8 uM LW124/MVB127-val 2 éraig szobah&mérsékleten, sotétben. Eldinkubalas esetén gatlészerként
50 illetve 100 uM epoxomicint vagy 50 uM N3B1, N3p5-t hasznaltunk. A reakciét GLB-vel allitottuk le és 5 percig,
95°C-on inkubaltuk. A mintdkat 15% SDS gélen (200 V/1h) futtattuk.

“Large-Scale Labeling” és tisztitas

Mintaelbkészités

A gyokérszovetet 50 mM NaOAc pufferben (pH 6.0, 5 mM DTT) homogenizaltuk, majd 10000g-n, 10 percig, 4 °C-
on centrifugaltuk. A feltliszét 50 pl nagy kapacitasu sztreptavidin agaréz gyonggyel inkubaltuk 30 percig, 4 °C-
on, majd kétszer centrifugaltuk 1400 g-n 10 percig 4 °C-on volt. A fehérjekivonatot 0.22 um filterrel tisztitottuk.
Affinitas tisztitas

Fehérjekivonatot 5uM DCG-04 prébaval 6 o6raig, szobah6mérsékleten inkubaltuk, majd a jeldlt fehérjéket
kloroform/metanol médszerrel kicsaptuk. A csapadékot 1.2% SDS-PBS-ben oldottuk vissza, majd szonikalas utan
a mintdkat 95 °C-on, 10 percig inkubaltuk. Higitas utan 100 pl nagy kapacitasu sztreptavidin agar6z gyénggyel
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inkubaltuk 2 h-ig szobahémérsékleten. A gydngyoket 0sszegyjtottik és tobbszori Iépésen keresztiil mostuk. A
megkotott fehérjéket 95 °C-on, 20 pl 6 X GLB-ben elualtuk. Az elualt proteineket 12%-os protein gélen
szeparaltuk (200 V, 1 h), majd O/N festettik SYPRO Ruby-val. A detektalas utdn a géldarabokat kivagtuk, a
gélemésztést kdvetéen a peptideket 10 puL 0.1 % hangyasavban visszaoldottuk és MS-sel azonositottuk.

RNS extrakcio és expresszid analizis gRT-PCR-rel

A vizsgalni kivant gének expresszidjat qRT-PCR segitségével detektaltuk SYBR green festékkel az RNS
kivonasa és cDNS szintézise utdn Chomczynsky és Sacchi (1987) valamint Horvath és mtsai (2015) médositasa
szerint.

IEF 2D SDS PAGE

A jelélt és kicsapott fehérjéket UTC pufferben (8M urea, 2M thiourea, 4% (w/v) 3-[(3-
Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propanesulfonate hydrate (CHAPS), 1 g AG 501-X8 Resin, 1% (v/v)
ampholyte, 65 mM DTT) oldottuk vissza. Az izoelektromos fokuszalas 7 cm-es immobilizalt pH gradiens (IPG 3—
10 pH) stripeken toértént BioRad PROTEAN i12 |EF berendezéssel. A masodik dimenzié kifejlesztése 15 %-0s
SDS gélen (200V/1h) tortént.

PNGaseF kezelés

9 ul MVBO72-nel jeldlt mintat és Bovine Fetuint (Promega) kezeltiink 1 pl 10X glikoprotein denaturalé pufferrel
95°C-on 5 percig, majd a mintakat jégen hitottik. A reakcioelegy 2 pl 10X GlycoPuffer, 2 pl 10% NP40 és 6 pl
H20 tartalmazott, majd 1 pl PNGase F vagy 1 pl H20 hozzaadésa utdn a mintédkat 37 °C-on, 1 h-ig inkubaltuk. A
mintékat 16%-0s SDS-PAGE-n futtattuk.

Protein deglikozilacio

18 yl MVBO072-jelélt mintat és Bovine Fetuint (Promega) kezeltiink 2 pl 10X denaturalé pufferrel 95°C-on 10
percig, majd a mintakat jégen hitottik. A reakcidelegy 5ul 10X Deglycosylation Reaction puffert, 5ul 10% NP40
és 15ul desztillalt vizet tartalmazott, ami 5ul Protein Deglycosylation Mix-szel volt kezelve 37 °C-on, 8 oran
keresztil. A mintédkat 16%-0s SDS-PAGE-n futtattuk.

Protein Foszfataz kezelés

60 pl MVBO072- jeldlt mintat 1M NaCl, 25 mM MgClz 10 mM DTT és 12.5X protedz inhibitort tartalmazé koktéllal és
1 vagy 5 ul alkalikus foszfatazzal kezeltiink és 37 °C-on, 1 h-ig inkubaltunk. A mintakat 16%-0s SDS-PAGE-n
futtattuk, illetve a minta masik felét 10%-os SDS-PAGE-en szepardltuk és blottoltuk a foszforilalt MAPK
detektalasahoz. (elsédleges antitest, Phospho-p44/42 MAPK (Erk1/2) (Thr202/Tyr204); masodlagos antitest, Goat
anti-Rabbit IgG).

Bioinformatika

Az Arabidopsis B alegység alapjan BLASTp kereséseket végeztiink a paradicsom proteoszéma  alegységek
azonositasara a SolGenomics adatbazisban. Ezutan a p2a fehérje szekvencia szerkezetét éleszté proteoszéma
Swiss Model alapjan modelleztik és PyMol program segitségével importéltuk a paradicsom B2 alegységet az
élesztd proteoszoma szerkezetébe.

Statisztika

A mintadk kozépértékeit Student-féle t-tesztettel hasonlitottuk 0ssze, ahol a kapott eredmények P< 0,05 (*), 0,01

(**), vagy 0,001 (***) valészinliségi szinteken kiildnbézhetnek egymastdl szignifikansan.

Eredmények és kiértékelésiik

A mezbégazdasagban az egyik legnagyobb terméskiesést okozo6 stresszfajta a sostressz. Egyre
tobb kutatas foglalkozik kilonb6z6 fajok sotlrésének vizsgalataval, a stressztolerans fajok

szelektalasaval, valamint a sostresszel szembeni rezisztencia fokozasaval. Sékoncentraciotol fliggéen
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a novények képesek védekezni, sikeres akklimatizaciét kovetéen talélni a kdrnyezetiikben kialakulé
stresszt. Ellenben, ha sostressz idében elhuzédik, illetve a sotartalom atlép egy bizonyos
koncentréaciot, a névényben programozott sejthalal (PCD) indukalédhat.

Munkank sordn dsszehasonlitottuk, hogy milyen fiziologiai, biokémiai és molekularis biologiai
valtozasok figyelhetéek meg a paradicsom noévények levelében, illetve gydkerében a szubletalis, 100
mM NaCl- és a letalis, PCD-t indukald, 250 mM NaCl kezelés hatasara.

Munkank soran az alabbi f6 eredményeket kaptuk:

1. A vizsgalatok soran soOstressz hatasara levélben mindig késleltetett valtozast tapasztaltunk a
gyokérben kapott valaszreakciokhoz képest. Mivel a gydkér az elsédleges pont, ahol a névény
taldlkozik és érzékelni képes a kialakult kérnyezeti valtozast, jelen esetben a soéstresszt, ezért
az itt keletkezett valaszok nagymértékben befolyasoljak a novény késdbbi adaptacidjat. A
gyokeér életképességét vizsgalva elmondhatjuk, hogy a 250 mM-os NaCl koncentraciénal mar 6
Ora elteltével egy massziv és gyors sejthalal indukciot figyelhetiink meg, ami 24 6ran beldl
kiteliesedik, 0sszehasonlitva a szubletélis sOstressz hatasaival, mely csak 24 6ra elteltével

csokkentette szignifikansan a gyokércsucsok életképességét.

2. A reaktiv oxigén formak akkumulaciéja (ROS robbanas) és a NO produkci6 maximumainak
idébeli 6sszehasonlitasaval egyértelmiien el tudjuk kuldniteni, hogy a paradicsomban stressz
hatasara végbe fog-e menni a PCD, vagy sikeres lesz-e az akklimatizacié. Ugyanis letalis
sostressz hatasara mar az elsd 6raban egyideji ROS és NO csucsot figyeltink meg gyokérben,
ellentétben a levéllel, ahol az egyideji ROS és NO novekedést csak 6 6ra utan detektaltuk.
Magas ROS sejtszintli karosodasokat okoz, amely fehérje karbonilacidéhoz, a karosodott
fehérjék lebontasahoz illetve sejthalalhoz vezethet. Habar az NO is képes PCD-t indukalni, ez,
in vivo altalaban csak a ROS egyideji kdzremikodésével valosul meg. Feltehetéen a magas
ROS és NO akkumulacio egyideji megjelenésének fontos szerepe van a soOstressz-indukalta

PCD indukcidjaban szdvet-specifikus modon.

3. Letalis sostressz hatasara csak 24 6ra utan megfigyelheté volt az 0Osszfehérje tartalom
csokkenése mind levélben, mind gyokérben, habar a gyokérben enyhe csbtkkenés mar
kordbban észlelhetd volt. Parhuzamosan a fehérje lebontassal, az 6sszes proteaz aktivitas
névekedése volt megdfigyelheté ugyanezen idépontokban, ami a legtébb PCD alatt lejatszodo
sejtszintl folyamattal &sszekottetésbe hozhaté. Fontos szerepe van ennek a nitrogén
Ujrahasznositdsaban, a nem megfelel6 térszerkezetli, misfolded vagy karosodott fehérjék
szelektiv lebontasaban. Altalanosan megfigyelheté volt, hogy mind levélben, mind gydkérben 6

oranal fokozodik a proteazok aktivitdsa sostressz alatt.

4, A proteaz aktivitds ndvekedés hatterének mélyebb megismerése érdekében az aktivitdson

alapulé protein detektalas (ABPP) modszer segitségével tanulmanyoztuk a cisztein proteazokat.
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A legtdbb kutatas a Cys proteazok biotikus stresszben betdltott szerepével foglalkozik és emiatt
keveset tudunk az abiotikus, ezen bellll is a sostresszben betoltott szerepikrdl. A papain-szeri
Cys protedzok (PLCP) mind a sostressz elleni védekezésben, mind a sejthalal indukcidjaban és
végrehajtasaban fontos szerepet tdlthetnek be. Megndvekedett PLCP aktivitast figyeltiink meg
letalis sostressz alatt 6 6ranal. Azonostas utan megallapitottuk, hogy az aktivalédott cisztein
proteazok harom kiilonb6zd PLCP alosztalybdl szarmaznak. Négy PLCP-t gydkérben, 6tot
levélben azonositottunk, melyek kozil volt, amelyik szovetspecifikusan jelent meg.
Génexpresszids vizsgalatok kimutattdk, hogy a C14, egy AALP-szer( és egy RD19-szeri
cisztein proteaz specifikusan levélben, mig az eredetileg is gyokérspecifikussagot mutatd egyik
RD21A-szer( proteaz gyokérben expresszalodott felil letalis séstressz hatasara 24 ora utan.
Kései felllexpresszalédast okozhat a névény tovabbi proteaz szilkséglete. A korai 6rékban
valészinileg a jelenlévd, inaktivalt formaban jelenlévd ,készenléti” protazok elérik aktivalt
forméjukat és igy képesek kifejteni hatdsukat. Masodlagos, avagy késleltetett mechanizmusként

jelentkezhet a tovabbi cisztein proteazok szintéziséhez sziikséges génexpresszié fokozddas.

A cisztein proteazokon belil kiilén vizsgaltuk vakuolaris processzalé enzim (VPE) alcsaladot,
melyek kaszpaz-1 szer(i aktivitassal rendelkeznek. Bizonyitottuk a proteaz megjeldlésének
kiilénb6zé beallitasaival, hogy az alkalmazott préba valéban VPE-ket jelol. ABPP segitségével
kimutattuk, hogy a VPE-k szdvetspecifikus aktivitasvaltozast mutatnak. 6 éranal szignifikansan
megnétt az aktivitasuk levélben, mig 24 o6ranal szignifikans csokkenést figyeltink meg
gyOkérben. A korabbi kutatasok a VPE-k biotikus stresszben betoltott szerepére fokuszaltak.
Jelen munk&nban kimutattuk, hogy sostressz alatt aktivitasuk csak letalis so6koncentricié
hatasara indukalodik, igy feltételezhetd, hogy szereplik van a soéstressz-indukalta protein

degradéacioban, a sejthaldl iniciaciéban illetve egyéb vakuolaris enzimek aktivalédasaban.

A letalis sOstressz megvaltoztatta a proteoszoma katalitikus alegységek aktivitdsat is 6 oranal
gyokérben, levélben nem tapasztaltunk valtozast. B2 és B5 katalitikus alegységek aktivitalédtak
a sostressz-indukalta PCD alatt, amely mind az alegységek molekulasulya, mind izoelektromos
pontja (pl) eltolédasaban jelentkezett a vizsgalatok alatt. Valészinid, hogy a molekulasulyban és
pl értékben tortént valtozds a proteoszéma szerkezetében tortént valtozassal egyittesen
jelentkezik. Mivel a PLCP-kben és a proteoszéma aktivithsdban megfigyelt valtozasok nem
jelentkeztek szubletalis séstressz alatt, ezért feltételezhetjik, hogy valamiféle szerepet
tolthetnek be a sostressz-indukélta PCD korai szakaszaban. A proteoszéma aktivitAsanak
valtozasa 24 o6ra elteltével mar nem volt tapasztalhatd, ezért feltételezhetéen egy reverzibilis

folyamatot fedeztiink fel.

A legfontosabb véltozas az ABA deficiens, sitiens mutansban a vadtipushoz képest, hogy a
szubletalis, 100 mM NaCl kezelés is tdbb olyan folyamatot indukal, melyek PCD-hez
vezethetnek. Egyérteimien érzékenyebbé valik a sitiens mutans alacsonyabb mértéki

sostresszre is. A gyOkércsucsi szovetek életképessége, a ROS tartalom, az NO termel&dés és a
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fehérje lebontas alapvetéen mas profilt mutattak sitiens gyokérben. A gyokércsucs
életképessége szignifikansan lecsokkent nemcsak letalis soOstressz, hanem szubletélis
sOstressz  hatdsara is. Viszont érdekes jelenséget tapasztaltunk a membranok
ateresztéképességét vizsgalva, 100 mM NaCl hatasara kontrollhoz hasonlé eredményt mutatott

a sitiens gyokérszovetek elektrolit kieresztésének (EL) mértéke.

8. Fontos megjegyezni, hogy a mutdnsok gyokerében normal koériilmények kozoétt is mar
megemelkedett ROS szintet mértiink, ami tovabb nétt 100 mM sokezelés hatasara, mialatt a
NO tartalom csokkent sitiens gyokérben. Korabban egyértelm( kapcsolatot fedeztek fel ROS
robbanas, a plazmamembran ateresztbképességének megvaltozasa €és a proteazok
aktivalédasa kdzott. Meglepd modon, ABA hiany esetén a megndvekedett EL nem szikséges a
protedzok aktivitAsahoz. Ugyanis vadtipushoz képest sitiens gyokérben szubletalis
sokoncentracid alatt az EL nem valtozott, viszont szignifikansan cstkkent a fehérjetartalom és

megnovekedett az 6sszes proteaz aktivitast.

9. Szamos proteaz kilonbozéképpen aktivaléodik mind a vadtipus, mind a sitiens gyokérben.
Fontos megjegyezni, hogy sOstressz hatasara bizonyos cisztein proteazok (~34 és 28 kDa-nal)
aktivitasa nagymértékben megnovekszik sitiens gyotkerében, ami utalhat arra, hogy letalis
sOstressz hatasara az ABS specifikusan gatolhatja bizonyos cisztein protedzok aktivitasat,
ezaltal a fehérje degradalédast. Hasonlé tendenciak figyelhetk meg magasabb
molekulatdmegl proteazok esetében is, ami tovabb erdsiti azon feltételezésiinket, miszerint az
ABS-nak jelentds szerepe lehet a proteolizis gatlasaban, kilénésképpen szubletalis sostressz

hatasara ezzel el6segitve a névény tulélését alacsony séstressz alatt.

Osszefoglalas

Fiziolégiai vizsgalatok segitségével kimutattuk, hogy a gyokérben mar az elsd éraban komoly
valtozasok mennek végbe sdstressz hatasara, ami PCD-t indukal. A gyokér, mint elsédleges védelmi
vonal sokkal érzékenyebb volt sOstresszre, mint a levél, ez megmutatkozott az életképesség, a
membrankarosodas korai csokkenésében, a K*/Na* arany esésében és a ROS/NO egyideji korai
valtozasaban 250 mM NaCl kezelés utan.

Proteomikai vizsgalatokkal kimutattuk, hogy az 0Osszfehérje tartalmat és az ©6sszproteaz
aktivitast vizsgalva nincs szervspecifikus valasz, egyszerre 24 Oranal szignifikansan csokken a
fehérjetartalom, illetve 6 o6ranal szignifikansan né a proteolitikus aktivitas mind levélben, mind
gyOkérben letalis sékezelést kdvetben.

Kllénb6z8 enzimosztalyokat vizsgalva egyértelm(i szervspecifikus valaszokat kaptunk, mind a
PLCP-k azonositasat, mind a VPE-k aktivitasat figyelembe véve letalis sokezelést kovetben.

A proteoszéma csak gyokérben mutatott drasztikus profilvaltozast és kimutattuk, hogy a B2 és
B5 katalitikus alegység aktivitasa megné letalis sostressz hatasara és komoly szerkezeti valtozast
tapasztaltunk, negativ izoelektromos pont, illetve pozitiv molekulasuly eltolédasaban, amely

reverzibilis jelleget mutatott.



A harmadik nagy témakdrben, ABS hianyt vizsgaltunk soéstressz alatt 6 6ranal gyokérben.
Bizonyitottuk, hogy mér szubletélis s6kezelés komoly életképesség cstkkenést okoz gydkérben ABS
hidnyaban, illetve szignifikdns ROS emelkedést, parhuzamosan NO termel6dés csdkkenését
tapasztaltuk. Alacsony sokezelés is mar fehérjetartalom csokkenést és parhuzamosan dsszproteaz
aktivitas novekedését eredményezte. A PLCP osztaly vizsgalata soran kimutattuk, hogy bizonyos
PLCP-k ABS-hianyaban aktivalodnak. Feltételezhetéen ABS fontos szerepet jatszhat bizonyos Cys
proteazok gatlasdban szubletalis sOstressz alatt, amellyel a sostressznek kitett ndvény tulélését segiti

elé.
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