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Bevezetés

A paradicsom (Solanum lycopersicum L.) globalisan jelents gazdasagi novény, amelynek
termesztését a klimavaltozashoz kapcsoldédéd stresszforrasok fenyegetik, mint példaul a
szarazsag és a talaj szikesedése. Ezek a stressztényezok zavart idéznek el6 a novények
vizhaztartasdban, illetve negativ hatdssal vannak a fotoszintézisre, a gazcserére és az
asvanyianyag-felvételre, ami reaktiv oxigénfajtdk és mas karos vegyiiletek (példaul lipid-
peroxidok) fokozott termel6déséhez, igy oxidativ stressz kialakuldsahoz vezet. Az oxidativ
karosodas ellen a novényi sejteket antioxidans rendszerek védik. Az oxidativ agensek és az
antioxidans rendszerek egyiittesen alakitjak a sejtek redukalt-oxidalt (redox) allapotat. Mind
antioxidansként, mind a sejtek, szovetek redox allapotanak meghatarozasaban kiemelkedd
jelent6séggel bir a glutation (redukalt forma: GSH, oxidalt forma: GSSG) és a kapcsolodo
enzimek, koztiik a glutation transzferazok (GST-k). A heterogén GST fehérje csalad tagjai
koziil a Fi, Théta és Tau osztalyokba tartozék glutation-fiigg6 peroxidaz (GPOX) aktivitassal
is rendelkeznek, amely kulcsfontossagii a stressz-indukalt sejtkarositd metabolitok
eltavolitasaban. A GPOX aktivitast mutatd6 GST-k szoros kapcsolata a glutation-rendszerrel
kitiintetett szerepet kolcsonoz ezeknek az enzimeknek a sejtek redox allapotanak és a
novények stresszre adott valaszanak meghatarozasaban. Kutatasaink soran a paradicsom
GST-enzimek (SIGST) funkcidjat vizsgaltuk s6- és ozmotikus stressz alkalmazasaval,
els6sorban a gyokérrendszerben zajlé folyamatokra ésszpontositva. A vizsgalatokba tdbb,
nemzetkozileg ismert és hazai fajtat (Ailsa Craig, Elan, Mobil, Moneymaker) is bevontunk,
és a fiziolégiai és molekuldris elemzések mellett bioinformatikai modszerekkel is
feltérképeztiik egyes SIGST-enzimek fehérje-szubsztrat kdlcsdnhatasait, hogy megismerjiik

azok eddig ismeretlen potencialis funkcioit.



Célkitiizés

Irodalmi adatok alapjan ismert, hogy kiilonféle stresszhatdsok szamos SIGST gén
expressziojat indukaljak, és egyes SIGST fehérjék tultermeltetése fokozza a ndvények
stressztoleranciajat. Azonban a paradicsom GST-k részletesebb jellemzése (mind osztalyok
szintjén mind individudlis izoenzimek esetén) tovabbi vizsgalatokat igényel. A dolgozatban
az SIGST enzimek stresszvalaszban betoltott szerepét vizsgaltuk, kiilonds tekintettel az
ozmotikus és sostressz kezelések gyokérre Kkifejtett hatdsaira. Tobb paradicsom fajta
bevonasaval vizsgaltuk a GST enzimek miikodésében meghataroz6 glutation-rendszer és
redox allapot valtozasait kiilonb6z6 id6tartamu stresszkezelések soran, valamint célul t{iztiik
ki kiilonb6z6 a fajtak stressz-tliréshataranak 6sszehasonlitasat molekularis markerek alapjan.
Bar az egyes GST osztalyok altalanos enzimatikus tulajdonsagai jol ismertek, az individualis
izoenzimek specifikus bioldgiai szerepe és szabalyozasa még tisztazatlan. Ezért kiemelt
figyelmet forditottunk az abiotikus stressz alatt kiemelked6 szerepet jatszé paradicsom GST-

k azonositasara, illetve funkciéjuk prediktalasara.
Munkam soran az alabbi f6 kérdésre kerestem valaszt:

1. Hogyan jellemezhetd a stressz hatasa a vizsgalt paradicsom fajtak gyokerében a
kiilonb6z6 ozmotikus- és sostressz kezelések soran, kiilonos tekintettel a glutation-rendszerre,

valamint a redox potencialra?

2. Milyen fajta-specifikus mintazatok azonosithatok a molekularis markerek, illetve a
GST-k specifikus enzimaktivitdsa és génexpresszidja szerint? A tapasztaltak alapjan mely

paradicsom GST-k birhatnak altalanosan kiemelked6 szereppel?

3. Milyen funkcidkra lehet kovetkeztetni eredményeink alapjan kivalasztott SIGST

fehérjék esetében bioinformatikai médszerek alkalmazéasaval?



Anyagok és modszerek

Laboratoriumi kisérleteink soran 6sszesen négy paradicsom fajtaval dolgoztunk: Solanum
lycoperscium L. cv. Moneymaker, Ailsa Craig, Mobil és Elan. A novényeket négy hetes
korukig neveltiik hidroponikus rendszerben, paradicsom noévények szamara optimalizalt
Hoagland tapoldatban, 200 pmdl m™s' fényintenzitison, atlagosan 60%-os relativ
paratartalom mellett. A tapoldat 6sszetétele: 2 mM Ca(NO;),, 1 mM MgSO,, 0,5 mM
KH,PO,, 0,5 mM Na,HPO,, 0,5 mM KCI, 0,001 mM MnSO,, 0,005 mM ZnSO,, 0,0001 mM
(NH4)6Mo0;024, 0,01 mM H3;BO, 0,02 mM Fe(III)-EDTA. A kezelések soran a szarazsag
szimulalasara ozmotikus stresszt idéztiink el6 mannitol és polietilén-glikol (PEG 6000)

alkalmazasaval, és a sdstressz hatasanak vizsgalatahoz NaCl-t alkalmaztunk.

A munkank soran harom kisérleti rendszerben dolgoztunk. Az I. kisérleti rendszerben
egynapos (24 6ras) so- és ozmotikus stresszt alkalmaztunk Moneymaker és Ailsa Craig fajtak
két eltér6é koncentracioji NaCl (100 és 150 mM és mannitol (200 és 300 mM) kezelésével. A
II. és III. kisérleti rendszerben a novényeket hosszabb idejli, egyhetes stresszkezeléseknek
tettiik ki: a II. kisérleti rendszerben Moneymaker, Mobil és Elan fajtdk 7 napos 100 mM NaCl
kezelése, illetve a III. kisérleti rendszerben Moneymaker és Mobil fajtdk 7 napos emelkedd
koncentracioju PEG kezelése tortént (27. napon 2,5%, 29. napon 5%, 32. napon 7% (m/V)
PEG-6000 oldattal).

Kisérleteink soran a ndvények gyokerében vizsgaltuk az oxidativ karosodas mértékét a H,O,
és malondialdehid (MDA) mennyiségének kimutatasaval. Meghataroztuk a gyokerek
glutation tartalmat és a glutation redox potencial (Eyc) valtozasait, amik a stressz mértékének
és a stresszhez torténd adaptacio indikatorai. A GST-k koziil a Fi (SIGSTF), Théta (SIGSTT)
és Tau (SIGSTU) osztalyu GST-k miikddésére koncentraltunk: specifikus GST és GPOX
aktivitaisok meghatarozasa mellett vizsgaltuk az SIGSTF, SIGSTT és SIGSTU gének
kifejez6désének valtozasait, illetve kivalasztott GST gének 5 szabdlyozd régidjaban
azonositottunk abiotikus stresszvalaszban fontos cisz-szabadlyoz6 szekvencia elemeket

(ABRE (ACGTG), a W-Box (TGAC) és a TCACG motivum).

Kisérleti eredményeink alapjan valasztottuk ki a paradiccom Théta osztalyu GST-ket
bioinformatikai vizsgalatokhoz. Elvégeztiik az SIGSTT-k szekvencia-analizisét és
Osszehasonlitottuk ismert aktivitast és szekvenciaju ortholég (Arabidopsis thaliana) GST-

kkel is. A mesterséges intelligencia (MI) nyujtotta lehetGségeket kihasznalva, az AlphaFold2



segitségével modelleztiik a 4 ismert SIGSTT-t, és molekularis dokkolast alkalmazva szamos

lehetséges lipid-peroxidaciobol szarmazo szubsztrat kotését elemeztiik a fehérjéken.

A statisztikai elemzés soran egyutas ANOVA-t kévetéen Duncan-féle tesztet alkalmaztunk a
SigmaPlot (12.0 verzid, Systat Software Inc., USA) program segitségével. A kiilonbségeket

P <0,05 esetén tekintettiik szignifikansnak.



Eredmények

Kisérleteink soran kiilonb6z6 fajtaju paradicsom ndvények gyokerét vizsgalva, rovid- és
hosszutavu s6- és ozmotikus stresszkezeléssel kerestik a novények abiotikus
stresszvalaszaban jelent6s GST-ket, és néhany kivalasztott izoenzim funkciojat vizsgaltuk

bioinformatikai eszkozokkel. A kovetkez6 f6bb megallapitasokat tettiik:

1. Az L kisérleti rendszerben, a 24 6ras NaCl- és mannitol-kezelések eredményei alapjan
a Moneymaker fajta hatékonyabb stresszvalaszat azonositottuk. A Moneymaker az
alacsonyabb so- és ozmotikus kezelésekre (enyhébb stresszre) is gyorsan reagalt az
antioxidans rendszer aktivalasaval, ami az oxidativ stresszmarkerek alacsonyabb
szintjében, a glutation-rendszer és a kot6d6 enzimrendszerek aktivitdsanak
valtozasaiban nyilvanult meg (emelked6 glutation tartalom, negativabb redox
potencial, fokoz6d6 enzimaktivitds, megvaltozott SIGST génexpresszidés mintazat).
Ezzel szemben az Ailsa Craig fajta védekezése, a kivalasztott molekularis markerek
alapjan, kevésbé tlint hatékonynak annak ellenére, hogy ebben a fajtdban és ebben a
kisérleti rendszerben detektaltuk a legnagyobb szamu fokozott expresszioji SIGST
gént. Az Euc, azaz a redukalt és oxidalt glutation mennyiségébdl és aranyabol
szamitott glutation félcella redukcios potencial értékek alapjan felmérhet6 volt, hogy
a kezelések mennyire befolyasoltdk a novények altalanos allapotat, vagyis azok
milyen stressz-tliroképességgel rendelkeznek. A 24 o6ras so6- és ozmotikus
stresszkezelések utdan a Moneymaker fajtdban a glutation mennyisége nétt, az Enc
értékek redukaltabba valtak minden vizsgalt esetben, jelezve az tn. tilkompenzaciot.
Az Ailsa Craig fajtdban ugyanezek a kezelések jelentGsebb stresszhatasnak
bizonyultak, ami csokkent GSH tartalomban, oxidaltabb redox allapotban is
megnyilvanult. A vizsgalt paradicsom fajtdk 100 mM NaCl jelenlétében 7 nap utén is
negativabb Eyc értéket tartottak fenn, ami a megemelkedett GSH szintek
stresszadaptaciéban jatszott szerepét is mutatja. Az egyhetes PEG kezelést kovet6en
azonban csokkend glutation tartalmat és az Euc jelentGsen pozitivabb (oxidaltabb)
iranyba tortén6 elmozdulasat tapasztaltuk. Ez jelezte, hogy ez a stressz atlépte a
novények stressz-tliroképességének hatarat. A vizsgalt molekularis markerek szerint
sulyos oxidativ karosodas volt megfigyelhet6 a gytkerekben. Fontos kiemelni, hogy
egyezd Euc értékek mellett is az adott fajtdk védekezési stratégidi eltérdek lehetnek,
ahogy azt a GST és GPOX enzimaktivitas mérési eredmények is mutattak a III.

kisérleti rendszerben. A hosszu tavi ozmotikus stresszkezelés utan a Mobil fajtaban



mért magasabb GST aktivitds, illetve a Moneymaker fajtdban tapasztalt fokozottabb
GPOX aktivitas a stressz-kapcsolt enzimrendszerek fajta-specifikusan eltér6
miikodését mutatjak.

. A kiilonb6z6 hosszusagu abiotikus  stresszkezelések eredményei alapjan
megallapitottuk, hogy egyes GST izoenzimek mind a korai stresszvalaszban, mind a
hosszabb ideig (7 nap) tarto stressz esetén fontos szerepet tolthetnek be. Az elGidézett
fajta-specifikus tendenciakat figyelembe véve a génexpresszios valtozasok alapjan
harom olyan SIGST gént tudtunk kivalasztani, amelyek vélhetGen altalanosan jelentds
szereppel birnak a paradicsom névények stresszvalaszaban: SIGSTT2, SIGSTU15 és
SIGSTU47.

. A Kkisérleti eredményeink alapjan a jelent6s glutation-fiiggé peroxidaz aktivitassal
rendelkez6 Théta GST osztalyt kivalasztottuk tovabbi, bioinformatikai
vizsgéalatokhoz. A GSTT-k funkciéja a névényekben még mindig kevéssé ismert, de
az irodalom mar felvetette potencialisan fontos szerepiiket a kiilonféle lipid-peroxidok
redukciojaban. Az ismert enzimatikus aktivitasi 1adfi GSTT enzimek bevonasaval
végzett szekvenciaanalizis soran megallapitottuk, hogy az enzimek aminosav
szekvenciaja, kiilondsen az szubsztrat-kotGhely régid, er6sen konzervalt, ami
funkciobéli egyezésre utal a vizsgalt enzimek kozott. Tovabba azonositottunk
peroxiszomalis lokalizacios szignalokat az SIGSTT2 és SIGSTT3 fehérjéken. A
funkcionalis hasonlésagot tobb MiI-alapti program bevondsaval, példaul fehérje-
modellezéssel és molekularis dokkolasi szimulaciokkal is igazoltuk az AtGSTT-k
tobb ismert szubsztratjaval (elsGsorban lipid-peroxidacios termékekre fokuszalva).
Prediktiv jelleggel felfedtiik a Théta GST-k altalanos GPOX aktivitasanak szerkezeti
viszonyait is, ami fontos eredményt jelent az enzimek aktivitisdnak mélyebb
megértése szempontjabol. Osszességében sikeresen prediktaltuk a paradicsom GSTT-
k lehetséges szerepét, miszerint az SIGSTT2 és SIGSTT3 izoenzimeket
peroxiszomalis, az SIGSTT4-t pedig vélhet6en citoszolikus lokalizaciéji lipid-
peroxidacios termékek kioltasaban részt vevO enzimekként azonositottuk. Ezen
enzimek bioinformatikai eszkozokkel torténd funkciondlis jellemzése kapcsolatba
hozhat6 a paradicsom névények abiotikus stresszre adott fiziologiai és molekularis

szintli valaszaival.



Summary

In our experiments, we examined the roots of tomato plants of different varieties, using short-
and long-term salt and osmotic stress treatments to identify significant GSTs in the plants'
abiotic stress response, and we investigated the function of selected isoenzymes using

bioinformatics tools.

In our study, we examined changes in oxidative stress markers, the state of the glutathione
system, and alterations in gene expression and enzyme activity of glutathione transferases in
the roots of tomato plants across three experimental systems. We identified several variety-
specific changes, and the Eyc (glutathione half-cell reduction potential) values allowed us to
assess how the treatments influenced the overall condition of the plants, specifically their
stress tolerance. We determined that certain GST isoenzymes play a crucial role in both the
early stress response (1 day) and prolonged stress (7 days). During our work, we identified
three SIGST genes (SIGSTT2, SIGSTU15, and SIGSTU47) that likely have a significant

general role in the stress response of tomato plants.

Bioinformatics analysis of the Theta GST class (notable for glutathione-dependent peroxidase
activity) revealed conserved substrate-binding regions and peroxisomal localization signals in
SIGSTT2 and SIGSTT3. Al-based modeling confirmed their role in quenching lipid
peroxidation products, with SIGSTT4 likely cytosolic. These findings connect GSTT function

to tomato plants’ molecular/physiological abiotic stress responses.
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