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1. Bevezeto

A novényeket a kornyezetiikben szadmos stresszhatas érheti, amelyeket biotikus és abiotikus
stresszorok idézhetnek el6. A sostressz egyike a legjelentdsebb abiotikus stresszoroknak,
amely a novények csaknem minden fizioldgiai €s biokémiai folyamatara hatassal van,
csokkenti a novekedést és a terméshozamot, felgyorsult fejlodést, szeneszcenciat és a novény
pusztulasat okozza. A terméshozam csokkenés visszaszoritasara tobb megoldas is létezik,
amelyek egyike a nemesités soran a stressztlirébb fajtakat szelektalasa. Ahhoz, hogy a
nemesités hatékonyabb legyen a ndvények stressz ellenallésagdnak jobb megismerése
nélkiilozhetetlen, az akklimatizdcidoban szerepet jatszd folyamatok megértése ¢és a
stressztolerancidban fontos gének azonositasa sziikséges. A novények stressztlirésének
javitasara a nemesités mellett mas modszereket is keresnek. A szalicilsav (SA) ,,priming”
hatasa mar tobb mint 20 éve ismert és exogén alkalmazésa ilyen alternativ megoldas lehet. A
kiilséleg alkalmazott SA soéstresszel szembeni ellenallosdgot képes kivaltani, azonban
bebizonyosodott, hogy ez a hatés fligg a ndvények fejlodési stadiumatol, a kezelés modjatol és

az alkalmazott koncentraciotol.

Korabbi kisérletek eredményeként a hidroponikus rendszerben alkalmazott SA el6kezelés
paradicsom novények (Solanum lycopersicum) sostressz akklimatizaciojara gyakorolt pozitiv
hatasa, amelyben az abszcizinsav (ABS) szintjének valtozasa is szerepet jatszik, mar ismert
volt. Ezért paradicsom novényekben megvizsgaltuk az ABS bioszintézishez kapcsolodo
gének expresszidjat és az egyes enzimek aktivitasat. Emellett munkank soran célul tiztiik ki a
széles koncentracio-tartomanyban €és hosszutava eldkezelésben alkalmazott SA hatdsainak
vizsgalatat a genetikai modellként széles korben alkalmazott ludfii (Arabidopsis thaliana)
novényeken. A ludfii modellndvényként lehetdséget kinal a folyamatok hatterének jobb
megismeréséhez. Kisérleteinkhez kidolgoztunk egy hidroponikus rendszert és a masodlagosan
alkalmazott sostressz soran vizsgaltuk a hosszitdva SA eldkezelés hatdsat ludfii névények
novekedésére, ROS tartalmara és lipidperoxidaciojara kifejtett hatasat. Osszehasonlitottuk az
antioxidans enzimek aktivitdsaban bekovetkezd valtozésokat az eldkezelés és a sOstressz
sordn, a masodlagosan jelentkezd oxidativ stressz kéaros hatdsanak kivédésében fontos
glutation transzferaz (GST) enzimcsalad GST ¢és glutation peroxidaz aktivitasat és az egyes

AtGST gének expressziojaban bekovetkezd valtozasokat. Kivalasztottunk két AtGST mutans

crer
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tanulmanyozzuk rovidtavai SA- vagy NaCl kezelés hatasara. Tovabba paradicsomban is
vizsgaltuk a GST aktivitdsdban és expresszidjaban megfigyelt valtozasok alapjan a GST

enzimcsaladot.



2. Irodalmi attekintés

2.1 Aszalicilsav

2.1.1 Altalanos jellemzése

A szalicilsav (SA), kémiai nevén o-hidroxibenzoesav egy természetesen el6forduld fenolos
vegyiilet, amely az egész novényvilagban elterjedt (Raskin 1992). A SA-at ugyan a talajban
talalhaté mikroorganizmusok is képesek eldallitani, de a ndvényekbe leggyakrabban nem a
kornyezetbdl keriil, hanem a ndvényi szdvetekben szintetizalodik. Bioszintézise két titvonalon
torténhet, és mindkét utvonal a korizmatbol indul ki (1. abra). A citoplazmatikus utvonalon a
SA korizmisavbol L-fenilalaninon keresztiil szintetizalodik, mig a kloroplasztiszban
végbemend folyamat soran a SA izokorizmaton keresztiil, kétlépéses reakcioban alakul ki

(Vlot és mtsai. 2009, Rivas-San Vicente és Plasencia 2011).

A kiilonb6z6 noveényfajok SA tartalma igen eltérd lehet, akar egy adott csaladon beliil is nagy
kiilonbségeket figyelhetiink meg. Példaul, amig a Solanaceae csaladba tartozé dohany
alacsony alap SA tartalommal rendelkezik (SA tartalom <0,1 pg g friss tomeg), addig a
burgonya 1 g friss tomegre (FT) vonatkoztatva akar 10 ug SA-at is tartalmazhat, a paradicsom
pedig 0,15 pg-ot. A modellnovényként fontos ludfii (Arabidopsis thaliana) SA tartalma
kontroll kériilmények kozott 0,25 — 1 ug g™ FT (Raskin 1992, Mandal és mtsai. 2009, Hayat
¢s mtsai. 2010; Rivas-San Vicente és Plasencia 2011). Az endogén SA szint jelentdsen
megnovekedhet fertézést kovetden paradicsomban Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
(Mandal és mtsai. 2009), dohany névényekben pedig dohany mozaik virus hatasara (Enyedi
¢és mtsai. 1992).
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1. abra: A szalicilsav bioszintézis és metabolizmus sematikus abraja Vlot és mtsai. (2009)
alapjan. (as: aminosav, BAZ2H: benzoesav-2-hidroxilaz, ICS: izokorizmat-szintaz, IPL:
izokorizmat-piruvat-lidz, MES: metil-szalicilsav-észteraz, MeSA: metil-szalicilsav, PAL:
fenilalanin-ammonia-liaz, MeSAG: metil-szalicilsav O-f-gliikozid, SA: szalicilsav, SABP2:
SA-koto fehérje 2, SAG: szalicilsav O-f-glitkozid, SAGT: szalicilsav-gliikozil-transzferaz,
SAMT: szalicilsav-metiltranszferaz, SGE: szalicilsav-gliikoz-észter)

A SA megemelkedett szintje szorosan Gsszefiigg a patogénekkel szembeni ellenalloképesség
novekedésével (Raskin 1992, Shirasu és mtsai. 1997, Vlot és mtsai. 2009). Szabalyozza az
,oXidativ robbanast”, amely a hiperszenzitiv reakcio (HR) soran programozott sejthalalhoz
vezet. A fertézés helyén az ionaramokban és a reaktiv oxigénformak (reactive oxygen species,
ROS) mennyiségében kialakuld gyors valtozasok jelatviteli kaszkadot inditanak el, aminek
soran transzkripcios faktorok aktivalasan keresztiil indukalodnak a védekezésben fontos
gének, koztik a SA szintéziséhez direkt vagy indirekt médon hozzajarulo fehérjék génjei
(Dangl és Jones 2001, Métraux 2001, Ashraf és mtsai. 2010). A megemelkedett SA szint,
mint fontos jelatviteli molekula a patogének altal indukalt lokalis- és szisztemikus szerzett
rezisztenciaban (systemic acquired resistance, SAR) és a kornyezeti stresszorok elleni

védekezésben is szerepet jatszik (Shirasu és mtsai. 1997, Hayat és mtsai. 2010). A fert6zott
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szervbol a SA képes a floémen keresztiil a nem fert6zott szervekbe eljutni (Métraux €és mtsai.
1990, Rasmussen és mtsai. 1991). A transzport forma a metil-szalicilat (MeSA), amely egy
inaktiv prekurzor (Vlot és mtsai. 2009). A SA-at a SA karboxil metiltranszferaz metilalhatja,
¢és az igy keletkezett MeSA fontos része a SAR kialakitasanak (Park és mtsai. 2007). A SA
nagyobb része konjugatumkeént, gliikozilalt vagy metilalt formaban taldlhaté a novényekben.
A konjugécios reakcioban leggyakrabban a hidroxil csoport vesz részt és csak ritkabb esetben
a karboxil csoport (1. abra). A SA gliikkoziltranszferaz enzim altal a citoplazmaban 1étrehozott
SA gliikozid a vakuolumba transzportalodik, ahol raktdrozédhat ¢€s sziikség esetén

visszaalakulhat SA-va (Dean és Mills 2004).

2.1.2 A SA fiziologiai hatasai

A SA hat a novények fejlédésére és mas szervezetekkel torténé kolcsonhatasara (Raskin
1992). Szamos fiziologiai és biokémiai folyamatot szabalyoz, koztiilk a magok csirazasat, a
novekedést és produktivitast, a fotoszintézist, a vizhaztartast és a szeneszcenciat (Rivas-San
Vicente és Plasencia 2011). Részt vesz a sejt redox allapotdnak szabalyozasiban, az
antioxidans enzimek aktivitdsdnak modositasan és az alternativ 1égzési utvonal indukcidjan

keresztiil (Durner és mtsai. 1997, Slaymaker és mtsai. 2002, Moore és mtsai. 2002).

Megemelkedett endogén SA szinttel rendelkez6 ladfii (Arabidopsis thaliana) mutansokon

végzett vizsgalatokkal bizonyitottak, hogy a magas SA koncentracid névelheti a névényekben
az oxidativ stressz ellen védd enzimatikus és nem-enzimatikus antioxidansok szintjét,
azonban emelheti is a ROS mennyiségét. A SA thltermelé sncl (suppressor of nprl-1
constitutive 1), ladfti mutansok magasabb szuperoxid dizmutaz (SOD) és gvajakol peroxidaz
(POD) aktivitas mellett alacsonyabb katalaz (KAT) aktivitassal rendelkeztek kontroll
koriilmények kozott, és a megemelkedett oxidativ stressz jeleként nétt a malondialdehid
(MDA\) szintjiik (Hao és mtsai. 2012).

A SA-akkumulalé, allanddan aktivalt védekezéssel rendelkez6 dndl (defence no deathl)
ludfli mutdnsokban modosult a gének atirasa: 49 gén represszalodott és 69, tobbségeben a
védekezésben szerepet jatszo gén indukalddott a vad tipushoz képest. A dnd1 névényekben az
allandoan megemelkedett SA tartalom és az O3 kezelés zavart okozott az apoplasztikus ROS

jelatvitelben SA-fiiggd és -fiiggetlen jelatviteli itvonalakon keresztiil (Xu és Brosché 2014).
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A szintén magas SA szintet mutato Cvi-0 ludfii genotipusban a SA oxidativ robbanast és
sejthalalhoz vezetd Gtvonalat aktivalt (Rao és Davis, 1999). A Cvi-0 genotipus alacsonyabb
GSH/GSSG (redukalt/oxidalt glutation) és Asc/DHA (redukalt/oxidalt aszkorbat) aranyt
mutatott a Columbia (Col-0) 6kotipussal dsszevetve és az enzimatikus antioxidansok (SOD,
KAT, POD, aszkorbat peroxidaz — APX és glutation reduktaz — GR) aktivitasa is alacsonyabb

volt.

Az alacsony SA szinttel rendelkezé6 NahG (bakterialis szalicilat-hidroxilazt kodold gén)

transzformans vonalak viszont megemelkedett GSH/GSSG és Asc/DHA arannyal
rendelkeztek (Cao és mtsai. 2008). A lecsokkent SA tartalom a sid2 (SA induction deficient 2)
mutansokban ¢s a NahG vonalakban megemelte a POD aktivitasat az Arabidopsis magok

csirazasa soran (Lee és mtsai. 2010).

A SA antioxidansokra gyakorolt hatdsat kiilséleg alkalmazott SA segitségével is sokat

vizsgaltak, mert az valtozé lehet, és nagyban befolydsolja az alkalmazott koncentracio6 és az
alkalmazas médja, a novényfaj és a novény fejlodési stadiuma (Horvath és mtsai. 2007, Pal és
mtsai 2013). A SA kezelés KAT aktivitast gatld hatasardl tobben beszamoltak (Srivastava és
Dwivedi 1997, Senaratna és mtsai. 2000, Szepesi és mtsai. 2005, Tasgin és mtsai. 2006),
viszont Brassica napus L. novényekben az aktivitisa nem valtozott (Haddadchi és Gerrivani
2009), mas tanulmanyokban pedig SA kezelés hatasara a KAT aktivitas megemelkedését irtak
le (Agarwal 2005a, Simaei 2011, Ahmad és mtsai. 2012). Paprikaban (Capsicum annuum L.)
az alacsonyabb koncentraciokban alkalmazott SA csokkentette, a magasabb koncentraciok
novelték a KAT aktivitasat (Mahdavian és mtsai. 2007). Ezek az eredmények alatamasztjak,
hogy az egy fajon beliili KAT aktivitas eltéré valtozasat az alkalmazott SA koncentracioja is

befolyasolja (Pal és mtsai. 2013, Tari és mtsai. 2015).

A kiils6leg alkalmazott SA azonban mas enzimek aktivitasara is hat, igy bizonyos esetekben a
SA serkenti a SOD aktivitasat, amely hozzajarul a hidrogén peroxid (H2O2) szint
emelkedéséhez (Krantev ¢és mtsai. 2008, Sahu ¢és Sabat 2011). A H,0, szintjének
szabalyozasaban szerepet jatszo masik enzim, a POD aktivitasa tobb esetben megemelkedett
kiilséleg alkalmazott SA kezelés hatdsara (Ananieva és mtsai. 2004, Tasgin €s mtsai. 20006,
Mahdavian és mtsai. 2007, Ahmad és mtsai. 2012), emellett a SA kezelés novelte az APX,
GR, monodehidroaszkorbat reduktaz (MDHAR) és dehidroaszkorbat reduktaz (DHAR)
enzimek aktivitasat (Dat és mtsai. 2000, Yoon és mtsai. 2004, Agarwal €s mtsai. 2005a és

2005b, Mahdavian és mtsai. 2007, Krantev 2008). Ugyanakkor az alkalmazott SA
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koncentraciotol fliggben tobb tanulmanyban szamoltak be az antioxidans enzimek

aktivitasanak csokkenésérdl is (Mahdvian és mtsai 2007, Sahu és Sabat 2011).

2.1.3 A SA altal szabalyozott jelatvitel

A SA receptoranak azonositasara iranyuld kisérletek eredményeként irtdk le az elsé SA-kotod
fehérjéket. A SA kozvetleniil képes kolcsonhatdsba 1épni fehérjékkel és gatolni azok
aktivitasat. Az elsé szalicilsav-kot6 fehérje (SABP - SA-binding protein), amelyet
azonositottak, a katalaz (KAT) volt, amelyrél azonban késébb kideriilt, hogy a SA csak
bizonyos izoformak aktivitasat gatolja (Horvath és mtsai. 2002). Részben ezzel magyarazhato
a KAT aktivitasara gyakorolt valtozé hatds. A masik SA altal gatolt enzim a dohany
novényekben azonositott APX, amely szintén a H,O, eliminalasaban jatszik szerepet (Vlot és
mtsai. 2009). A legmagasabb SA-kot6 affinitassal a SABP2 fehérje — a MES — rendelkezik.
SA altal torténd gatlasa a fert6zott dohany novény szoveteiben a MeSA felhalmozodasat
eredményezi, ami a SA nem fertdzott szovetekbe torténd transzportjat segiti eld (Forouhar és
mtsai. 2005, Park és mtsai. 2007). A SABP3 fehérjét, amely a kloroplasztiszban talalhatod
szénsav-anhidraz, szintén dohany ndvényekben azonositottak (Slaymaker és mtsai. 2002).
Ludfiiben ujabb fehérjéket azonositottak SABP-ként: az a-ketoglutardt dehidrogenaz E2
alegysége és a glutation transzferdzok (GST-k), GSTF2, GSTFS, GSTF10 és GSTF11 is
képesek SA-at kotni és a SA-val vald kapcsolodasuk gatolja az enzimaktivitasukat (Tian és

mtsai. 2012).

A SA jelatviteli Gtvonalakat tanulmanyozva megallapitottak, hogy az egyik f6 ttvonal az
oligomer NPR1 (non-expressor of pathogenesis-related genes 1) molekulak kozotti diszulfid
hidak redukciojaval kapcsolatos. A keletkezd monomerek képesek a sejtmagba
transzlokalodni és aktivalni az NPR1-fiiggd védekezési gének atirasat (Mou és mtsai. 2003).
Emellett a glutation mennyiségének ill. H,O,-altali oxidaltsaganak valtozasai aktivalhatjak a
SA-fiiggd védekezési géneket NPR1-tdl fiiggetleniil is (Han és mtsai. 2012). Feltehet6en a SA
jelatvitelben résztvevd transzkripcios faktorok, mint az NPR1, TGA-doboz és as-1-szerii
(activation sequence-1-like) elemek a SA jelatvitel génexpresszi6é idébeni szabalyozasanak
redox szenzoraiként miikodnek, mig az NPR1-fiiggetlen korai SA aktivalta gének termékei

antioxidans és detoxifikalo aktivitassal rendelkezhetnek (Blanco és mtsai. 2009).
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Az NPR1-fiiggé utvonal mellett ismert a SA MAP kinaz (mitogen activated protein kinase,
MAPK) kaszkadon keresztiili jelatvitele is. A MAPK kaszkad, amely az eukriotakban
elterjedt rendszer, szerepet jatszik a SA és/vagy ROS jelatvitelében és a gének mitkodésének
szabalyozasaban (Miura ¢és Tada 2014). Ladfiiben a SA jelatvitel pozitiv szabalyozo6i az

AtMPK3 és AtMPK6, negativ szabalyozoja pedig az AtMPK4 (Colcombet és Hirt 2008).

A SA jelatvitelben kulcsfontossagu szerepet kapnak a ROS és a Ca®* (Chen és Kué 1999,
Chen és mtsai. 2001, Kawano és mtsai 2004), emellett a H,O,, a nitrogén monoxid és a kén-
hidrogén (H,S) mint masodlagos jelatvivok szintén részt vehetnek a SA-valasz kialakitasaban

(Gémes és mtsai. 2011, Li és mtsai. 2015).

A SA hat mas novényi novekedésszabalyozo anyagok, mint az auxinok, a citokininek és az
abszcizinsav (ABS) szintjére (Shakirova és mtsai. 2003, Bandurska és Stroinski 2005). A SA
akkumulal6 sizl (SIZ-type small ubiquitin related modifier (SUMO) E3 ligase) ludfii
mutansokon végzett kisérletekben a SIZ1-et a sztomazarodas és a szarazsagstressz negativ
regulatoraként jellemezték (Miura és mtsai. 2013). A SA-vélasz negativ szabalyozodiként
ismertek az ozmotikus- és sostressz soran indukaldéddé WRKY54 és WRKY70 transzkripcios
faktorok. A wrky54wrky70 mutansok ozmotikus stresszel szembeni magasabb tolerancija a
jobb vizmegtartasnak és a megemelkedett sztomazarodasnak volt koszonhetd. A WRKY54 és
WRKY70 transzkripcios faktorok negativ szabalyozoi lehetnek a SA bioszintézisének és az

ABS szintnek is, és ezaltal indirekt modon a sztomazarodasnak (Li és mtsai. 2013).

2.1.4 Az ABS és a SA kolcsonhatasa

A SA és az ABS kolcsondsen gatoljak egymas bioszintézisét és jelatvitelét (Yasuda és mtsai.
2008). Ismert, hogy a mag fejlodése soran szintetizalodd ABS befolyasolhatja a SA lebontasat
és szintézisét (Kanno és mtsai. 2010), azonban a SA szerepe az ABS szintézisében még nem
teljesen tisztazott. Az ABS szintézisben és akkumulacioban mutans ludfii ndévény, az aba2-2
SA szintje legalabb kétszerese a vad tipusuénak, ami az ABS-nak a SA szintézis gatlasaban
vagy a lebontéas serkentésében jatszott szerepére utal (Kanno és mtsai. 2010). Ezen kiviil a
BIT (benzisothiazol-3(2H)-onel,1-dioxide) - egy a SAR-t kivaltod vegyiilet - altal indukalt SA
akkumulaciét megakadalyozta a ndvények ABS-val torténd eldkezelése. A SAR aktivalasa

crer

SA jelatvitelt (Yasuda és mtsai. 2008).
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A SA ¢és az ABS jelatvitelében emellett pozitiv visszacsatolast is megfigyeltek. A SA
bioszintézis mutans sid2 ludfii novényekben biotikus stressz soran megfigyelheté az ABS
szerepére utal (de Torres Zabala és mtsai. 2009). Emellett a SID2 expresszidja ABS
jelenlétében megemelkedett ladfii levelében (Seo és Park 2010). Ez alapjan feltételezheto,
hogy az ABS fejlodési stadiumtol fiiggd- és szovetspecifikus modon indukalja a SA
bioszintézisét. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a két ndvekedésszabalyozd anyag

egymas szintjét kdlcsondsen képes novelni is.

2.1.5 Az ABS és szerepe a sostressz soran

Az ABS szamos fejlodési és stressz folyamatban részt vesz (Guoth és mtsai. 2010). Az ABS
bioszintézise szdrazsagstressz soran eldszor a gyokérben emelkedik meg, majd a xilémen

keresztiil transzportdlodik a hajtdsba, és mint hosszatdva kémiai jel mitkddik (Davies és

mtsai. 2005, Wilkinson és Davies 2002 és 2010).

Az ABS bioszintézise a C40-es karotinoidokbol indul ki €s pozitiv visszacsatoldssal a sajat
bioszintézisét szabalyozza (Xiong és Zhu 2003). Az elsd, kloroplasztiszban lejatszodo
reakciot a zeaxantin epoxidaz (ZEP) enzim Kkatalizalja, ami a zeaxantint all-transz-
violaxantinna alakitja at (Seo és Koshiba 2002). A sebességmeghatarozo 1épést, a violaxantin
¢s neoxantin xantoxinna alakitasat, a 9-cisz-epoxikarotinoid dioxigendz (NCED) végzi
(Thompson és mtsai. 2000, Ahrazem és mtsai. 2012). Az ezt kdvetd 1épések a citoszolban
jatszédnak le, ahol a xantoxin eldszor abszcizin-aldehiddé (ABAId) alakul at, majd az
ABAId-et az aldehid oxidazok (AO-k) ABS-va alakitjak (Gonzalez-Guzman ¢és mtsai. 2002,
Schwatz és Zeevaart 2010). A molibdén hidroxilazok csoportjdba tartozo AO-k széles
szubsztratspecifitassal rendelkeznek, szdmos aldehid és aromds heterociklikus vegytilet
oxidativ hidroxilaciojat katalizaljak. Az ABS ezen kivill ABAId-bdl abszcizin-alkoholon
keresztiil is kialakulhat és a folyamathoz nem sziikséges aktiv aldehid oxidaz enzim (Cowan
2000).

Az NCED-szabalyozta reakci6, a neoxantin oxidativ hasitasa sebességmeghatirozd a
levelekben, a nem fotoszintetikus szovetekben viszont, mint a magok és a gyokér, a ZEP

szabalyozhatja az ABS szintézisét (Xiong és Zhu 2003). Vizhiany és magas sokoncentracio
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hatasara megemelkedik a ZEP és az NCED expresszidja (Iuchi és mtsai. 2000, Mulholland és
mtsai. 2003, Gallé és mtsai. 2013).

Barrero és mtsai. (2006) kimutattdk ABS hidnyos ludfii mutansokban, hogy ABS-fiigd ABS
bioszintézis szabalyozasan kivill ABS-fliggetlen wutak is léteznek ndvényekben.
Megerdsitették, hogy az NCED3 reagal leginkabb a 300 mM NaCl kezelésre az ABS-hianyos
abal-101, aba2-14, aba3-101 és aa03-2 mutans vonalakban, igy a magas sokoncentraciod
indukéalhatja az ABA1, NCED3 és AAO3 géneket ludfiiben ABS fliggetlen uton is.

Az ABAId ABS-va torténd oxidacidja egy masik lehetséges szabalyozo pont az ABS
szintézisében. A harom ismert borsdé (Pisum sativum) AO eltéré expressziés mintazatot
mutatott ammonium- és sé kezelés alatt fiatal, kifejlett és oregedd levelekben (Zdunek-
Zastocka 2008). Az AO3 gén altal kodolt AOS luadfit magvakban és levélben az ABS szintézis
utolso 1épéséért felel6s (Seo és mtsai. 2000, 2004). Az eddig jellemzett AO-ok koziil ludfitben
az AO3 (Seo ¢és mtsai. 2000), arpa gyokerében pedig az AO2 és AO3 (Omarov ¢és mtsai.
2003) hasznalnak hatékonyan ABAId-et szubsztratként. Paradicsomban harom AO gént
(TAO1, TAO2 és TAO3) és 2 AO szekvenciat (TAO4 és TAOS) irtak le (Ori €s mtsai. 1997).
Ezek az AO gének mind a hajtasban mind a gyokérben kifejezddnek, de szerepiik a fiziologiai
folyamatokban eltérd lehet a novényekben (Min és mtsai. 2000). Az AO-k szerepét a sOstressz
soran tobb tanulmanyban is leirtak. Dohany kalluszokban 100 mM NaCl megemelte az AO1
aktivitasat és 0j izoenzim (AO2) megjelenését eredményezte (Csiszar és mtsai 2007). A
dohany ndvényhez hasonldéan borsoban is kimutattdk 50 és 100 mM NaCl kezelés soran az

AO aktivitas emelkedését (Zdunek és Lips 2001).

2.2 A sOstressz

2.2.1 Altalanos jellemzése, hatisa a novények fejlodésére

Sostresszrol akkor beszéliink, amikor a talajoldatok sokoncentracioja meghaladja a novények
szamara optimalis  koncentracidtartomanyt.  Sostressz  alatt  leggyakrabban  NaCl
felhalmozodast értiink, amely visszafordithatatlan karosodast okoz a terméshozamban, ezért
fontos a novények sostressz soran fellépd védekezési folyamatainak megértése. A

megemelkedett sokoncentracié Osszetett mdodon befolydsolja a novények novekedését és
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fejlodését. Elsdsorban csokkenti a talaj vizpotencialjat és ozmotikus stresszt okoz, masrészrol

a Na' és CI ionok tobbletben torténd felvétele ionos stresszhez vezet

A sostressz ionegyensulyra gyakorolt hatdsa is tobbrétii és a tdpanyagelemek egyensulyanak
felboritasa mellett masodlagosan oxidativ stresszt is okoz (Zhu 2001, 2003, Munns 2005). A
Na’ ionok a nemszelektiv kation csatornakon keresztiil (NSCC, non-selective cation channel)
bejutnak a sejtbe €s ezéltal depolarizaljadk a membrant, aminek kdvetkeztében nagymértéki
K" kiaramlas jelentkezik a depolarizacio-aktivalt kifelé rektifikalo K™ (KOR, depolarization-
activated outward-rectifying K* channel) csatornakon keresztiil. Ezzel egyidében a sostressz a
keresztlil aktivalja a NADPH oxidazt, ami a ROS szint novekedéséhez vezet. Az igy
megemelkedett ROS tovdbbi K effluxot idéz el ROS-aktivalhato NSCC csatorndkon
keresztiil (Shabala 2009). A Na* felhalmozodasa a ndvényi sejtek citoplazmajdban toxikus
hatast, a fehérjék dehidratdlodasahoz vezet, amelyek igy elvesztik nativ konforméciojukat.
Az abnormalis K'/Na" arany enzimeket inaktivalhat és gatolja a fehérjeszintézist éppen ezért

megfeleld aranyuk elengedhetetlen a ndvények tulélése szempontjabol (Shabala 2009).

A megndvekedett kiilsé sokoncentracid masik hatdsa az ozmotikus stressz (Munns és Tester
2008). Az ozmotikus egyensuly szabalyozdsa ezért rendkiviil fontos a ndvények
vizhaztartasanak fenntartasiban (Zhao ¢és mtsai. 2009). Az ozmotikus homeosztazis
megdrzése torténhet szervetlen ozmotikumok (pl. K*) koncentrdlédasaval, azonban még
fontosabb lehet az Gn. kompatibilis ozmotikumok szintézise, amelyek olyan szerves oldott
anyagokat jelentenek mint pl. a cukrok, a prolin vagy a glicinbetain. A kompatibilis
ozmotikumok ko6zos jellemzdje, hogy magas koncentracidban sem zavarjak meg a sejtek
biokémiai folyamatait és biztositjdk az enzimek aktivitasat is sdstressz soran (Zhao €s mtsai.

2009).

A soéstressz harmadik hatdsa az oxidativ stressz, amit a fokozott ROS produkcié okoz (Miller
¢és mtsai. 2010). Sostressz soran megemelkedik az olyan reaktiv oxigénformak szintje, mint a
szuperoxid gyokanion (O,7), a H,0, és a hidroxilgyok (OH"), amely magas koncentracioban a
sejtek szamara végzetes lehet mivel a membranlipidekben, proteinekben és nukleinsavakban
oxidativ karosodast okoznak ¢s a redox homeosztazist megvaltoztatjak (Hasegawa ¢€s mtsai.
2000, Foyer és Noctor 2009). A megemelkedett ROS szintet okozhatja a fotoszintetikus

elektron transzportlanc megszakitasa, a peroxiszomakban termel6dé H,0O,, a megemelkedett
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respiracié, a plazmamembran-kapcsolt NADPH-oxidaz és az apoplasztikus diamin oxidaz

aktivalasa (Munns és Tester 2008, Abogadallah 2010).

A novények Osszetett, a so-valaszra jellemzd jelatvitelt és metabolikus folyamatokat
alakitottak ki sejt-, szerv- és egyed szintjén, hogy a sostresszel szemben eredményesen
védekezzenek. Zhang ¢s mtsai. (2012) 34 novényfajon végzett proteomikai vizsgalat adatai
alapjan arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a sdstressz valaszban résztvevd proteinek
tobbsége (1501), indukciot mutat és csak kisebb szamu protein (856) kifejezodése csokken.
Ezért altalanossagban elmondhato, hogy a sostressz valasz ill. a sotolerancia kialakulasara
nagyobb mértékben jellemzdé a megemelkedett fehérje kifejez6dés és anyagcsere aktivitas
(Zhang ¢és mtsai. 2012). Glikofita és halofita ndvényeket Osszehasonlitva azt is
megallapitottak, hogy a sostressz valasz soran a halofitak olyan specifikus anyagcserével
rendelkeznek, amely hatékonyabba teszi a fotoszintézisiiket és energia metabolizmusukat, a
ROS eliminalasat, az ion homeosztazis fenntartasat valamint a kompatibilis ozmotikumok
termelését, az antioxidans enzimek és hormonok indukciéjat és a sejtstruktura modositasat

(Zhang és mtsai. 2012) (2. abra).

3-P-glikolsav 2-P—g|ikolsav? glikolsav
RuBisCO aox
uwlscO -\ 0 e P
oxigenaz GPX utvonal
KAT utvonal GE-
RuBP+0,
glioxilsav Hz0, Hab 0 GST 1
+ R R R SO RN MR AL 1 1
NADPH+O, —l_’RBOH NADP i i % ZGISH
I
0, 80D H,0, Aszkorbat NAD(P) H00= 4! NAD(P)H
Lk - i g I
komplexek/ubikinon H,0+e”  Trx PrxR APX MDHAR DHAR/GLR GPX GR
| — (L
H.0 MDHA NAD(P)H HO <", NAD(P)"
v
PrxR/Trx DHA L 5 GSSG

utvonal y )
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2. abra: A sostressz valaszban résztvevd fehérjék és enzimek a ndvények ROS kioltd
rendszerében (Zhang és mtsai. 2012). 2-P-glikolsav: 2-foszfoglikolsav; 3-P-glikolsav: 3-
foszfoglikolsav; AOX: alternativ oxidaz; APX: aszkorbat peroxidaz; KAT: katalaz; DHA:
dehidroaszkorbat; DHAR: dehidroaszkorbat reduktaz; GLR: glutaredoxin; GOX: glikolsav
oxidaz; GPX: glutation peroxidaz; GR: glutation reduktdz; GSH: redukalt glutation; GSSG:
oxidalt glutation; GST: glutation transzferdz; MDHA: monodehidroaszkorbat, MDHAR:
monodehidroaszkorbat reduktaz; NAD*/NADH: nikotinamid-adenin-dinukleotid;
NADP*/NADPH: nikotinamid-adenin-dinukleotid foszfat; PGP: foszfoglikolat foszfatdz;
PrxR: peroxiredoxin; RBOH: NADPH oxidaz; RuBisCO: ribuldz-1,5-biszfoszfat
karboxilaz/oxigenaz; RUBP: ribuldz-1,5-biszfoszfat; SOD: szuperoxid dizmutaz; Trx:
tioredoxin.
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A sotolerancia tehat komplex jelenség, szamos géncsalad egyiittes miikodését foglalja
magaba, amelyek termékei kiilonb6z6 funkcidkat latnak el (Abogadallah 2010). Ezek kozé
tartoznak a sztdémakon keresztiili vizvesztés szabalyozasa, az ionok kizarasa, az anyagcsere €s
az ozmotikumok, valamint az antioxidans mechanizmusok aktivalasa (Zhu 2001, Parida és
Das 2005, Miller és mtsai. 2010).

A tobblet ROS elleni védekezés elsddleges elemei a nem-enzimatikus antioxidansok
(aszkorbat, glutation, karotinoidok, tokoferolok) és az antioxidans enzimek, amelyek szerepet
jatszanak a ROS eliminalasaban (SOD, KAT, POD, APX) és a sejt redox allapotanak
fenntartasaban (pl. GR, DHAR, MDHAR). A megemelkedett antioxidans kapacitas gyakran a
magasabb stressz - koztiik a sostressz - tolerancia jele (Joseph és Jini 2011), azonban a ROS a
kiilonbozo stresszorok elleni valasz jelatvitelében is fontos szerepet tolthet be. A ROS-ok
jelent6ségét kiillonbozé stresszhatasok elleni tolerancia novelésében, és a rezisztencia
kialakitasaban mar tobben leirtak (Dat és mtsai. 2000, Mittler és mtsai. 2004, Van Breusegem
¢s mtsai. 2008, Jaspers és Kangasjarvi 2010). A magas antioxidans enzimaktivitast
megfigyelték a soOtolerancia és a sostresszel szembeni érzékenység kapcsan egyarant

(Abogadallah 2010).

2.2.2 Nem-enzimatikus és enzimatikus antioxidansok szerepe a séstressz valaszban

A ndvények egyik f6 nem-enzimatikus antioxidansa az aszkorbinsav, amely semlegesiti a
reaktiv oxigénformékat és ezaltal hozzajarul a fotoszintetikus funkcidk fenntartdsahoz. Az
aszkorbinsav tobbnyire redukalt formaban (Asc) van jelen a sejtekben, és oxidalt formajanak
(DHA) megemelkedett szintje a stressz tiinete lehet. Az aszkorbinsav alapveto feladata a
novények védekezésében az anyagcesere folyamatok védelme a megemelkedett H,O, szinttel
és mas oxigén szarmazékokkal, mint pl. a 10,, 0, és OH" szemben (2. abra2. abra). Emellett
képes a tokoferolt regeneralni, igy biztositva a membranok védelmét. A H,0, atalakitasaban
fontos szerepet jatszik az APX, ami két aszkorbat molekula felhasznalasaval alakitja vizzé a
H,0,-0t mikdzben monodehidroaszkorbatot (MDHA) képez az Asc-bol (Foyer és Noctor
2009). Az MDHA két modon redukalddhat, spontan moédon DHA-t4 és Asc-ta alakulhat vagy
a MDHAR alakitja at Asc-ta (2. abra). Vital és mtsai. (2008) kimutattak, hogy az APX
aktivitasa 2 ora NaCl és parakvat kezelés hatasara megemelkedett gyapot kalluszokban. Az
OsAPXa vagy OsAPXb szekvenciakat taltermeld, transzgenikus Arabidopsis névények pedig

megemelkedett sostressz toleranciat mutattak (Lu és mtsai. 2007). Az Arabidopsis
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AtMDHARL gén tultermeltetése dohany névényekben névelte az 6zonnal, soval és polietilén
glikollal szembeni toleranciat. A magasabb toleranciat a megemelkedett MDHAR aktivitas
kovetkeztében akkumulalodd Asc eredményezhette (Eltayeb és mtsai. 2007).

A DHA redukalasaért felelés enzim a DHAR az Asc regeneralasa soran elektrondonorként
redukalt glutationt (GSH) hasznal, ilyen mddon 6sszekapcsolja az aszkorbat-glutation ciklust.
A GSH egy tripeptid, ami a legtobb novényi sejtben a legfébb, nem protein eredetii tiol
csoport forrasa. A GSH az Asc-hoz hasonléan nagyobb mennyiségben fordul el redukalt
allapotaban normal koriilmények k6zott. Antioxidans hatasat tobb modon fejtheti ki. A GSH
magas redukcios potenciallal rendelkezik a cisztein csoportnak kdszonhet6en, igy képes a
H,O, csapdazasara és mas ROS, mint a O, és OH’, nem-enzimatikus reakcion keresztiili
kioltasara (Noctor és mtsai. 2011). Masik antioxidans mechanizmus soran enzimatikus uton
regeneralja a DHA-ot (aszkorbat-glutation ciklus). Emellett nem-enzimatikus tton is képes a
DHA redukcidjara, mikozben oxidalodik és oxidalt glutation keletkezik (GSSG). A keletkezd
GSSG-t a GR enzim alakitja Gijra GSH-na. A GR katalizalja az aszkorbat-glutation ciklus
utolso, egyben sebesség-meghatarozo 1épését, ami szerepet jatszik a magas GSH/GSSG arany
fenntartdsaban ¢€s ez altal hozzajarul az aszkorbat regeneralasahoz (Noctor és mtsai. 2002). A
GR enzim aktivitasa sostressz soran megemelkedett gyapot kalluszokban (Vital és mitsai.
2008), emellett s6 szenzitiv kukoricaban a sokoncentracido ndvekedésével és Plantago-ban s6
kezelés hatasara a GR aktivitas csokkenését irtak le (de Azevedo Neto és mtsai 2006, Sekmen
¢és mtsai. 2007).

Szamos sészenzitiv és sdtolerdns genotipus dsszehasonlitd vizsgalata kapcsolta a sotoleranciat
a megemelkedett antioxidans enzimaktivitashoz (Shalata és mtsai. 2001, Mittova és mtsai.
2002, Sumithra és mtsai. 2006, Sekmen és mtsai. 2007). Amig néhany tanulmanyban egyes
antioxidansok tultermeltetése javitotta a sotoleranciat (Eltayeb 2007, Prashant 2008), mas
tanulmanyok nem taldltak egyértelmli Osszefiiggést a sétolerancia és a megemelkedett
antioxidans aktivitas kozott (Kim 2004). A felmeriild ellentmondasok arra vezethetk vissza,
hogy a novények sotolerancidjanak kiilonbozésége nem csak ROS-t kioltd képességiikben
keresendék. A H,0O,-detoxifikaldo enzimek feladata sokkal inkabb az, hogy kontrollaljak a
H,0; sejten beliili koncentracidjat és nem pedig a teljes eltavolitdsa (Abogadallah 2010).

Az egyes enzimek funkcioja is kiillonbozhet. A KAT a POD-ndl kisebb affinitassal

rendelkezik H,O,-vel szemben, igy a KAT vélhetéen a nagy koncentracioban keletkezett,
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tobblet H,O, eltavolitasaban, a POD viszont a HyO; szintjének finom szabalyozasaban vehet

részt (Willekens és mtsai 1997, Noctor és Foyer 1998, Mittler 2002).

Mas altalanos és specifikus szereppel rendelkez6 fehérjék, mint a GST-K is szerepet jatszanak
a sostresssz soran masodlagosan jelentkezé oxidativ stressz hatasara képz6dé citotoxikus
anyagok, koztiik a lipid peroxidok eliminalasaban (Mittler 2002, Jaleel és mtsai. 2009, Potters
¢s mtsai. 2010). A GST-k szerepét a sostressz valaszban cDNS és protein szinten is leirtak

(Seki és mtsai. 2002, Ndimba és mtsai. 2005).

2.3 A glutation transzferazok

2.3.1 A GST-k altalanos jellemzése

A GST-k az ¢élévilagban széleskoriien elterjedt enzimek, megtalalhatoak a baktériumokban,
gombakban, rovarokban, emlésokben és a magasabb rendii novényekben egyarant (Droog
1997). A novényi GST-k diverz, szamos funkcioval rendelkez6 enzimcsoportot alkotnak,

amelyek katalitikus reakcioik soran szubsztratként GSH-t (y-Glu-Cys-Gly) hasznalnak.

A GST-ket 7 szolubilis (phi- GSTF, lambda- GSTL, tau- GSTU, théta- GSTT, zéta- GSTZ,
dehidroaszkorbatreduktaz- DHAR ¢és a tetraklorhidrokinon dehalogendz- TCHQD) és egy
membranhoz kotott (mikroszomalis) csoportba soroltak (Edwards és Dixon 2005). Ujabban
szerkezeti hasonlosaguk miatt az eukariota transzlacios elongacios faktor 1B y-alegységét is a

novényi GST-k csaladjaba soroljak (Lan és mtsai. 2009, Liu és mtsai 2013).

A GST-k egy, az N-terminalis végen 1év6 GSH-ko6t6 doménnel (,,G-site””) (Edwards és mtsai.
2000) és egy alfa helikalis szerkezetli, C-terminalison talalhaté szubsztratkoto hellyel (,,H-
site”) rendelkeznek. A két domén kozott talalhatd variabilis 6sszekotd régid 5-10 aminosavbol
all (Dixon és mtsai. 2002a). A ,,H-site” hidrofob természetli és a szubsztratok és ligandok
valtozatos csoportjat képes kotni (Dixon és Edwards 2010). A GST-k molekulatomege 25-27
kDa, leggyakrabban homo- ¢és heterodimer formaban aktivak. Ez alol kivételt képeznek a
lambda és a DHAR csoportok tagjai, amelyek monomer formaban aktivak, emellett a
katalitikus helyiikon szerin helyett ciszteint tartalmaznak (Edwards és Dixon 2005).

A GST-k szerepét a sejtre kdros vegyiiletek detoxifikdlasdban és a szovetek oxidativ

karosodas elleni védelmében, valamint a masodlagos anyagcseretermékek, pl. a flavonoid
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szarmazékok, metabolizmusaban és biokémiai reakcidiban mar tobb évtizede leirtak (Marrs
1996, Droog 1997). GST-tultermelé transzgenikus novényekben szignifikdns oxidativ
stressztolerancia novekedést mutattak ki (Roxas és mtsai. 2000, Zhao és Zhang 2006, Ji és
mtsai. 2010). A GST-k enzimatikus reakcidik mellett nem-enzimatikus, szallito fehérje
funkciot is betoltenek és kozremiikddnek az antocianok vakudlumba torténd transzportjaban
(Kitamura és mtsai. 2004). A GST-k rendelkeznek egy harmadik kotéhellyel is (,,L-site”), ami
a nem-szubsztrat ligandok kotéhelyéiil szolgal. A GST-k ezen funkcidjuk révén részt
vehetnek hormonok (auxinok, citokinin, gibberellinek) sejten beliili raktarozasaban és
transzportjaban (Marrs 1996). igy egyes GST-k fontos szerepet toltenck be a hormonok
metabolizmusaban vagy hatasaban ¢és szabalyozd szerepik van a novekedésben és
fejlédésben. Szamos névényi hormon, koztiik az auxin, etilén, abszcizinsav, jazmonsav és
szalicilsav indukalhatja 6ket (Cummins és mtsai. 1999, Edwards és mtsai. 2000, Kilili és
mtsai. 2004). Szerepiik lehet a programozott sejthalal szabalyozasaban is. Kampranis és mtsai.
(2000) az emlds pro-apoptotikus Bax protein alkalmazasaval azonositottak paradicsomban
egy tau csoportba tartoz6 GST-t a Bax-indukalta sejthalal kivédésében szerepet jatszo gének
kozott. Ez a ,Bax-inhibitor GST” (BI-GST, SIGSTU24) GSH-konjugald és glutation
peroxidaz aktivitdst mutatott. Kimutattdk tovabba, hogy az élesztoben torténd expresszidja
megemelte a H,O,-indukalt stressz rezisztenciat, helyreallitotta a mitokondrialis membran
potencialt és a GSH mennyiséget normal szintre allitotta vissza. Tovabbi 5 paradicsom GSTU
(LeGSTUL1-5) fehérjét azonositottak, amelyek a BI-GST-vel heterodimereket alkottak és ezek
a fehérjék képesek voltak kivédeni a pro-oxidadnsok indukalta sejthaldlt élesztd sejtekben

(Kilili és mtsai. 2004).

A GST-ket leginkdbb a genetikai modellndvényként jol ismert ludfiiben jellemezték.
Luadftiben 57 GST szekvencia ismert, amelyet 9, kiilonboz6 szamu taggal rendelkezé
csoportra oszthatunk. A 3. abra mutatja a 28 GSTU, 13 GSTF, 3 GSTT, 2 GSTZ, 3 GSTL, 4
DHAR, 2 eukaridta elongacios faktor 1B vy alegységeket és egy TCHQD szekvencia
felhasznalasaval késziilt filogenetikai torzsfat. A torzsfa nem tartalmazza a mikroszomalis

GST-t.

A z6ld fluoreszcens fehérje (GFP, green fluorescent protein) GST szekvencidhoz
kapcsolasaval végzett széleskorli lokalizacids vizsgalatokbol kideriilt, hogy a théta csoport
minden tagja a peroxiszémaban lokalizalédik (Dixon és mtsai. 2009). A vizsgalt phi (F2, F6,
F8, F9 és F12) és tau csoportba tartozo (U2, U7, U9, Ul1, U19 és U28) fehérjék nagy része a
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citoplazmaban lokalizaloédott, azonban a GFP-GSTF2 és a GFP-GSTU19 ko-lokalizaciot
mutatott a sejtmaggal, a GFP-GSTU12 pedig csak a sejtmagban adott jelet. Tovabba a nagyon
egyedi szekvencia-motivumokat tartalmazé GSTL2 a citoszolban és a peroxiszOmaban Is

megtalalhat6 volt, mig a TCHQD a plazmamembranban lokalizalodott (Dixon és mitsai.
2009).

DHARS /)
4

\ DHARS
\ DH /

AR

TiryT2 \\\
TCHAD1 —

3. abra: Ludfli GST-k filogenetikai torzsfaja. A kiilonbdzd csoportokat a kdvetkezOképpen
jeloltik: tau — U; phi — F; tetraklorhidrokinon dehalogenaz — TCHQD; théta — T;
dehidroszkorbatreduktdz — DHAR; elongéciés faktor 1B y-alegysége — EF1B; zéta — Z;
lambda — L.

A GST-k szubsztrat specifitasat a mérések soran leggyakrabban hasznalt xenobiotikummal, a

1-klér-2,4-dinitrobenzollal (CDNB) vizsgalva megallapitottak, hogy ezt a szubsztratot

alkalmazva a legtobb GST rendelkezik GSH-konjugalo aktivitassal (Dixon és mtsai. 2009). A

théta csoportba tartozé6 GST-k kumén hidroperoxiddal (CHP) és zsirsav hidroperoxidokkal
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szemben is magas GSH-fliggé peroxidaz aktivitassal rendelkeznek és in vivo az oxidativ
stressz soran keletkezett szerves hidroperoxidok redukciojat végzik (Dixon és mtsai. 1998). A
zéta csoport GST-k GSH fiiggd izomerazok, szerepet jatszanak a tirozin degradacioban, ahol
GSH-fliggé modon a maleilacetecetsav fumarilacetatta torténd atalakitasat végzik (Basantani

¢és Sirvastava 2007). A DHAR ¢és a lambda csoportba tartoz6 GST-k tiol transzferazok vagy

oxidoreduktazok. Amig a DHAR izoenzimek a dehidroaszkorbat redukcidjat katalizaljak,
addig a lambda csoportba tartozé GST-k kis molekuldk, pl. S-glutationalt fenolos vegyiiletek
redukcidjat végzik (Dixon és mtsai. 2002b, 2010).

2.3.2 A tau és phi csoportu Arabidopsis thaliana GST-k

A novényspecifikus tau (GSTU) és phi (GSTF) GST csoportokat, amelyek gyakran stressz
indukalhatoak, citotoxikus és xenobiotikus detoxifikald aktivitassal rendelkeznek és szerepet
jatszanak a védekezd mechanizmusokhoz kapcsol6édé masodlagos anyagcserében (Dixon ¢és
mtsai. 2002a, Dixon és Edwards 2010). Mindkét csoportban taldlunk magas glutation
konjugacios- €és glutation-fliggd peroxidaz aktivitassal rendelkezé tagokat (Dixon és mtsai.
2009). Az ide sorolhaté GST-k génduplikaciok sorozatan mentek keresztiil, és igy a legtobb
taggal (28, ill. 13) rendelkez6 csoportokat alkotjak (Edwards és mtsai. 2010).

A tau csoportba tartoz6 GST-k tanulményozdsit megneheziti az enzimcsoport mérete. Az
AtGSTU-k 3 kladot alkotnak (3. abra), ennek az elkiiloniilésnek a funkcionalis jelentdsége
egyeldre ismeretlen. Az els6 kladba az U1-t61 U10-ig terjedé GST-k tartoznak, azonban ezek
a szekvenciak kevésbé vizsgaltak (Dixon és Edwards 2010). A masodik kladba tartozo GST-k
(AtGSTU11-t61 AtGSTU18-ig) koziil az AtGSTU17 az egyik legjobban ismert. Jiang és mtsai.
(2010) eredményei alapjan az AtGSTUL7 a phyA-szabalyozas alatt allo fotomorfogenezisben
vesz részt, és a novényi hormonokkal egyiitt a glutation homeosztazis valtoztatasan keresztiil
szerepe van a ludfli fejlédésének szabalyozasaban. Chen és mtsai. (2012) Arabidopsis Atgtul?7
null-mutansban megemelkedett sotoleranciat mutattak ki, amely a mutans noévények
megemelkedett GSH és abszcizinsav szintjével volt kapcsolatban. Az AtGSTUL7 glutation
homeosztazisban betoltott szerepe kihat a redox allapot és a stresszvalasz gének
szabalyozasara és feltehetden a stressz jelatvitel negativ szabalyozojaként funkcional (Chen és
mtsai. 2012). A harmadik kladba tartozod szekvencidk (AtGSTUL19-AtGSTU28) koziil az

crer

antidotumok (DeRidder és mtsai. 2002) és a szarazsag stressz is (Bianchi és mtsai. 2002). Az
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AtGSTU20 taltermeltetése és csokkent expresszidja esetén is a tavoli voros fénnyel szembeni
érzékenység csokkenését észlelték (Chen és mtsai, 2007). Az AtGSTU24 és AtGSTU26 GST-k
génexpresszidja xenobiotikumok hatasara magas indukciét mutattak (Mezzari és mtsai. 2005,
Nutricati és mtsai. 2006), proteomikai analizis eredményeként pedig az AtGSTU27 szalicilsav
altali indukcioja volt kimutathatdé (Gruhler és mtsai. 2005). Az AtGSTU25 és AtGSTU28
magas aktivitassal rendelkeznek CDNB-vel szemben ¢s az AtGSTU25 CHP-vel szemben is
magas aktivitast mutat. Mindkettd rovid lanch zsirsav-glutation termékeket kot, de mig az
AtGSTU25 hidroxilalt, addig az AtGSTU28 nem hidroxilalt zsirsavakat (Dixon és Edwards
2009, Dixon ¢és mtsai. 2009).

Ludfiiben 13 phi csoportba tartozé GST szekvencia ismert, amelyek szamozasa az AtGSTF2-
t6l AtGSTF14-ig tart (Dixon és Edwards 2010). (Az eredetileg AtGSTF1-ként elnevezett
szekvenciat a genom szekvenalas utan nem tudtdk azonositani.) Koziilik kiemelhet6 az
AtGSTF2, amelynek transzkripcidja indukalodik oxidativ stressz és ndvényi hormonok
hatasara (Mang ¢és mtsai. 2004, Gong ¢és mtsai. 2005), és emellett ligandin funkcidjanak
koszonhetden a flavonoidok eloszlasat szabalyozza (Smith és mtsai. 2003). Az AtGSTF6 és
AtGSTF7 indukciot mutatnak stressz sordn (Lieberherr és mtsai. 2003), és az AtGSTF7 SA
hatasara indukalédik mMRNS- és fehérje szinten egyarant (Sappl és mtsai. 2004). Az AtGSTF8
egyike a legjelentsebb ludfit GST-knek, ami ugyan kloroplasztisz target szekvenciat hordoz
az N-terminalisan, de nagyobb mértékben talalhato a citoplazmaban, mivel a target peptid
gyakran lehasad a fehérje érése soran (Thatcher és mtsai. 2007). Amig az AtGSTFS8
expresszidja H,O, és fitohormonok hatasara indukalodik, addig az AtGSTF9 allandé magas

expresszioval jellemezhet6 gén (Wagner és mtsai. 2002, Sappl és mtsai. 2004).

2.3.3 GST-k szerepe a sostresszben

A GST gének expressziojat €s protein szintjét a novekedésszabalyozok ¢€s stresszfaktorok -
beleértve az eltérd koncentracioban és iddtartamig alkalmazott SA és a NaCl kezeléseket -
képesek befolyasolni (Wagner és mtsai. 2002, Sappl és mtsai. 2004 és 2009, Zhang és mtsai.
2012). A GST-k részt vesznek a novények sostressz akklimatizacidjaban, aminek soran

stresszvalaszra specifikus izoenzimek aktivalodnak.

Termesztett paradicsomon (Solanum lycopersicum) és vad tipust rokon fajan (S. pennellii)

végzett kisérletben megfigyelték, hogy a sdkezelés kiilonbdzé modon hatott a két novényfajra.
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A vad tipusti novényfaj képes volt visszaszoritani a sokezelés hatasara jelentkezd oxidativ
stresszt, igy nem novekedett meg a H,O,- és lipid peroxidok szintje a kloroplasztiszban,
ellentétben a S. lycopersicum-mal, ami karosodott a fellépd oxidativ stressz hatasara. A S.
pennellii kloroplasztiszaban antioxidansok csoportja indukalodott sostressz alatt, ezek kozott
voltak a SOD, APX, MDHAR, GST, foszfolipid hidroperoxid glutation peroxidaz (GPX) és
POD enzimek (Mittova és mtsai. 2002). A sotolerans vad paradicsom (Solanum
pimpinellifolium‘PI365967°) és egy soszenzitiv nemesitett fajta (Solanum lycopersicum cv.
‘Moneymaker’) transzkriptomikai Osszehasonlitdsa a tolerans genotipusban szamos GST
magasabb szintli expressziojat mutatta ki (Sun és mtsai. 2010). Ezen feliil szamos soOstressz
hatasara indukal6édé GST gént csak a szenzitiv fajtdban azonositottak. A szerzOk azt a
kovetkeztetést vontdk le, hogy ezek a gének a nemesités soran veszthették el magas
expresszaltsagukat, azonban s6 hatasara képesek indukélddni €s a tolerdns vad tipusuéhoz
hasonl6 transzkriptum szintet elérni. A kiilonb6zé csoportokba tartozd6 GST-k szerepe a

paradicsom ndvények sostressz akklimatizaciojaban azonban még nem ismert.

Rizs novényeken alkalmazott sostressz soran a lambda GST csaladba tartoz6 OSGSTL1
represszioja volt megfigyelhetd, mig az OSGSTL2 és OSGSTL3 expresszidja nem valtozott
(Kumar és mtsai. 2013). Sostressz és abszcizinsav hatasara rizs gyokerében az OsGSTU3
gyors indukcidjat tapasztaltdk, mig az OSGSTU4 késébb fejezddott ki és csak soOstressz
hatasara (Moons 2003). Az OsGSTU4 gént Arabidopsis transzgenikus vonalakban
tultermeltetve megemelkedett s6- és oxidativ stressz toleranciat figyeltek meg, ¢és a
transzgenikus novényekben jellemzd volt szamos, a stresszvalaszban ¢és a sejt

detoxifikaldsaban szerepet jatszd gén indukcidja (Sharma €és mtsai. 2014).

Dohany GST transzformansokon végzett kisérletekben bizonyitottdk, hogy a GST gének
tultermeltetése eldsegitheti a sostressz tolerancia kialakulasat. Salicornia brachiata SbGSTU
és szoja (Glycine soja) GsGSTU génjének tultermelése magasabb csirazasi aranyt és jobb
novekedést eredményezett sostressz soran a vad tipushoz képest (Jha és mtsai. 2011). Ezen
feliil megfigyelték, hogy a GST taltermeld dohdny transzformdnsok modosult antioxidans
aktivitassal rendelkeztek. A megemelkedett GST aktivitds mellett nétt a GR, APX, DHAR ¢és
MDHAR aktivitas, valamint megvaltozott az Asc és GSH szintje, ezaltal csokkentve az

oxidativ karosodast a novényekben (Roxas és mtsai. 2000, Le Martret és mtsai. 2011).
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2.4 A SA szerepe a sostressz akklimatizacioban és az edz6dés folyamataban

A SA szamos fizioldgia folyamatot befolydsol, nem csak azokat, amelyek szorosan a biotikus
stresszhez, hanem az abiotikus stressz akklimatizacidhoz kapcsolodoakat is (Horvath és mtsai.
2007, Hayat és mtsai. 2010, Joseph és mtsai. 2010). Ezzel egyiitt a biotikus és abiotikus
stressz soran gyakran fellépé oxidativ stressz valaszban is szerepet jatszik (Shirasu és mtsai.
1997). Kiilséleg alkalmazva a SA-at megfigyelték a SA védé hatasat, amennyiben egy
atmeneti oxidativ stresszt kovetden indukalta az antioxidans védekezd rendszert és egyes
stabilizalé anyagok szintézisét (Szepesi és mtsai. 2009, Poor és mtsai. 2011, Tari és mtsai
2015). Ezek a valtozasok teszik lehetdvé, hogy a SA-at, mint ,hardening” (&ltalanosabban
elfogadott nevén ,,priming”) molekulat alkalmazzak az oxidativ karosodas csokkentésének
érdekében (Pal és mtsai. 2013). A sejtek Osszetett enzimatikus és nem-ezimatikus
antioxidansokbol 4ll6 rendszert fejlesztettek ki, amelynek segitségével kioltjak a
stresszfolyamatok soran keletkez6 ROS-t (Ahmad és mtsai. 2010, Kocsy és mtsai. 2011). A
SA kezelés csokkentette a sostressz okozta karosodasokat az antioxidans kapacitas erdsitése
révén (Szepesi és mtsai. 2008, Palma és mtsai. 2009, Khan és mtsai. 2010, Rivas-San Vicente
¢s Plasencia 2011, Syeed és mtsai. 2011, Tari és mtsai. 2015).

A kiils6leg megfelel6 koncentracioban alkalmazott SA hatékonyan indukalja a ,,priming”-ot
(kémiai edzddés), ami lehetdvé teszi a gyorsabb és hatékonyabb stressz valaszt egy késObbi
stressz esetén, ezaltal védelmet biztosit szamos abiotikus stresszel szemben is (Horvath és
mtsai. 2007) tobbek kozott eldsegiti a sostressz akklimatizaciot (Tari és mtsai. 2002). Szamos
novényfajban, igy a ladfiiben (Lee és Park 2010, Jayakannan és mtsai 2013), paradicsomban
(Tari és mtsai. 2002, Stevens és mtsai. 2006), tehénbabban (Khan és mtsai 2010), kukoricaban
(Gunes ¢és mtsai. 2007), arpaban (El-Tayeb 2005), napraforgoban (Noreen és mtsai. 2009) és
mustarban (Syed és mtsai. 2011) leirtak, hogy a SA védelmet nyujt a séstressz soran fellépd
karosodasok ellen. A SA paradicsom ndvényekben nagy szdmban aktivalta a gének atirasat
mar a sostressz korai szakaszédban (Ouyang és mtsai. 2007).

Vigna radiata L. és paradicsom novényekben a SA kezelés sostressz soran hatékonyabb
(Stevens és mtsai. 2006, Szepesi €és mtsai. 2009, Poor és mtsai. 2011, Khan és mtsai. 2014).
Vigna radiata L. esetében lecsokkentette az etilén szintjét, hozzajarulva a hatékonyabb
fotoszintézishez és az oxidativ stressz csokkentéséhez (Khan és mtsai. 2014). A kiilséleg

alkalmazott SA kezelés segitette a névények sostressz rezisztenciajanak kialakulasat azaltal is,
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hogy megemelte az ABS tartalmat, ami a stressz kivédésében fontos reakciokat indukalt,
megemelte a karotinoidok és poliaminok szintjét, ami a ROS szint szabalyozasahoz jarult

hozza (Shakirova és mtsai. 2003, Szepesi és mtsai. 2009).

A megemelkedett (sncl) vagy csokkent (NahG) endogén SA tartalommal rendelkezé mutans
vagy transzgenikus ladfii vonalakkal kapott eredmények alapjan a SA feltételezhet6en
kozvetleniil hozzajarul a NaCl-indukalta novekedés csokkentéséhez és a metabolizmus
felborulasahoz (Hao és mtsai. 2012). Asensi-Fabado és mtsai. (2011) kisérleteikben az aba3
mutansban az ABS hidnya megvaltoztatta a névények novekedését és SA szintjét, ami a
mérsékelt sostressz tlirést segitette eld. A novekedés gatldsa, mintegy sziikséges rossz jarult

hozza a stressz toleranciahoz, és ezaltal optimalizalta a novény a hormonszintjeit.

A SA sostresszben betoltott szerepével kapcesolatban még mindig vannak ellentmondasok.
Hao ¢és mtsai. (2012) megallapitottdk, hogy a SA-hidny vagy a jelatvitel akadalyozasa
Arabidopsis novényekben eldésegitette a sos kornyezethez torténd adaptaciot, a SA
bioszintézisben karosodott sid2 Arabidopsis mutansok viszont hiperszenzitivnek bizonyultak

a sostresszel szemben (Alonso-Ramirez és mtsai. 2009).

A sid2 mutansok csirdzasa érzékenyebb volt a magas sOkoncentraciora a vad tipushoz és a
NahG vonalhoz képest is, és alacsonyabb POD aktivitassal rendelkeztek sostressz alatt. A
NahG egy bakterialis szalicilat-hidroxilaz, amely a SA-t antioxidans hatassal rendelkezd
pirokatechinné alakitja. A NahG vonalakban az antioxidans hatasi pirokatechin
megemelkedett szintje magyarazata lehet a sostressz soran mutatott jobb csirazasnak a sid2
mutansokhoz képest. Ludfii NahG novényekben a megemelkedett sotoleranciat a SA tartalom
csokkenéséhez (Borsani és mtsai. 2001) és a magasabb 0Ossz-glutation és Ossz-aszkorbat
tartalomhoz kapcsoltak (Cao és mtsai 2008). A NahG novények magasabb GR és DHAR
aktivitasa szintén eldsegithette a jobb stressztiirést. A magas SA tartalma Cvi-0 novények
viszont stressz koriilmények kozott csokkent sostressz toleranciat mutattak (Cao és mtsai.
2008). Lee és mtsai. (2010) ezzel szemben igazoltak, hogy a SA nem esszencialis a csirazas
folyamataban, de elésegiti az Arabidopsis novények csirazasat sostressz soran, valosziniileg

az oxidativ stressz csOkkentésén keresztiil.
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3. Célkitiuzések

A ludft (Arabidopsis thaliana) a legjelentdsebb genetikai modellndvény, amelyet gyakran
alkalmaznak a kétsziklieckben lejatszodd folyamatok tanulmanyozasara és leirasara. A
kiils6leg alkalmazott SA kezelések ,,priming” hatasaval mar tobb évtizede foglalkoznak,
azonban szamos kérdés megvalaszolatlan maradt. A korabban, paradicsom (Solanum
lycopersicum Mill. L. cvar. Rio Fuego) névényeken kidolgozott hidroponikus rendszert alapul
véve (Tari és mtsai. 2002, Szepesi ¢és mtsai. 2009), ludfii novényeket tobb héten keresztiil
kezeltiink kiilonb6z6 koncentracidoban SA-val, hogy egy olyan rendszert hozzunk Iétre,
amelyben a SA-indukalt ,priming” folyamatit egy masodlagosan alkalmazott
stresszvalaszban, jelen esetben a sostressz valaszban, tanulmanyozhatjuk. Paradicsom
novényekkel szemben, ahol 3 hét el6kezelést kovetden alkalmazott 1 hét 100 mM NaCl
hatasat vizsgaltak, ladfiiben 2 hét SA eldkezelés bizonyult megfelelonek a ,,priming”

kivaltasahoz, a masodlagosan alkalmazott sokezelés karos hatdsdnak enyhitésé¢hez.

Munkank soran a széles koncentracidintervallumban alkalmazott SA elOkezelés hatasat
vizsgaltuk Arabidopsis thaliana L. és Solanum lycopersicum L. Mill. cvar. Rio fuego

novényeken sostressz alatt.

A dolgozatban a kovetkezd kérdésekre kerestiink vélaszt:

Arabidopsis thaliana L. novényen végzett hosszutavu kisérletekben:

1. Hogyan hatnak a kiilonb6z6 SA koncentraciok a ludfii novények novekedésére és
egyéb fiziologiai paramétereire? Hogyan befolyasolja a tobb hétig tartd eldkezelés a
késobb alkalmazott sostresszre adott valaszt? Milyen valtozasokat idéz el a SA az
enzimatikus antioxidansok aktivitdsdban és milyen mddon befolyasolja a sdstressz

valaszt?

2. Melyek azok a SA koncentraciok, amelyek sikeresen indukaljak a ,,priming”-ot a
novényekben és milyen fiziologiai valtozasokkal hozhato dsszefliggésbe a sikeresebb

akklimatizacio?
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3. Hogyan valtoznak a GST ¢és GPOX aktivitdsok az eldkezelések ¢s a masodlagosan
alkalmazott sotressz hatdsara? Van-e 0sszefliggés a novények GST aktivitasaban mért

valtozasok és a kivalasztott GST gének expresszidja kozott?

Arabidopsis thaliana L. GST mutans névényeken végzett rovid tava kisérletekben:

4. Kihatassal van-e egyetlen GST muticioja a novények éEletképességére és GST
aktivitasara kontroll, NaCl- és SA kezelés soran? Milyen fenotipusos valtozast idézhet

el egyetlen GST gén mutécidja a magas so- és SA kezelések soran?

Solanum lycopersicum Mill. L. cvar. Rio Fuego novényeken végzett kisérletekben:

5. Milyen valtozasokat idéz el6 a SA ,,priming” a paradicsom ndvények GST és GPOX
aktivitasaban? Van-e Osszefliggés az aktivitdsban mért kiilonbségek és a GST gének

kifejezédése kozott?

6. Az ABS szintjében megfigyelt valtozasok magyarazhatoak-e az AO aktivitdsdnak és

az ABS bioszintézis gének kifejezddésének kiilonbségeivel?

7. Milyen hasonlosag illetve kiilonbség van a két vizsgalt novényfaj esetében a SA

elokezeléssel indukalt priming jelenségben, sostressz akklimatizacioban?

8. Talalunk-e 0sszefliggést a vizsgalt GST gének expresszidjanak valtozasa €és az 5° végi
szabalyoz6 régioban 1évé cisz-elemek kozott? Mennyire hasonléak a vizsgalt

szabalyoz6 elemek az ortolog szekvenciakban?
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4. Anyagok és modszerek

4.1 Novénynevelési koriilmények

4.1.1 Luadfi (Arabidopsis thaliana, Col-0)

4.1.1.1 Novenyek nevelése és kezelése a hosszutavu kisérletek soran

A ludfi (Arabidopsis thaliana L. Col-0) névényeket hidroponikus kulturaban neveltiik. Ehhez
a magokat sterileztiik, aminek a menete kdvetkezd volt: 1 percig tartdé 70%-0s etanolos mosast
10 perc 2%-0s Domestosban torténé aztatas kovettet, amit 5 egymast kovetd steril vizes
mosassal tavolitottunk el a steril magokrél. A steril magokat egy éjszakan keresztiil 4 °C-on
tartottuk, majd vagott végli Eppendorf csovekbe oOntott taptalajra tltettiik (4. abra). A
novények 10 literes edényekben (4. abra), Hoagland tapoldatban néttek, aminek az
osszetétele: 5 mM Ca(NOgs);, 5 MM KNO3, 1 mM KH,PO,4, 2 mM MgSO,, 1 uM Fe-EDTA,
0,0475 uM H,BO3, 14,48 uM MnCl,, 0,8148 uM ZnCl,, 0,3731 uM CuCl,, 0,001213 uM
Na;MoO,4, pH=5,8. A nevelés kontrollalt koriilményeit novényneveld kamra segitségével
biztositottuk (Fitoclima S 600 PLH, Aralab, Portugal), ahol 21 °C-os 4llandé hémérsékleten,
100 umol m?s? fényintenzitason, 10/14 fény/sotét periodusban €s 70% relativ paratartalom
mellett névekedtek a novények a kisérlet teljes ideje alatt. Ot héten keresztiil kontroll
koriilmények kozott neveltiik a novények és a tapoldat cseréje hetente tortént (4. abra). A

szalicilsav kezelés hatdsanak vizsgalatdhoz az 5 hetes ludfii novényeket kisebb (1 literes)

oldattal egészitettik ki és a tapoldatot hetente kétszer cseréltik. A 10* M SA kezelés
nagymértékben gatolta a ndvények novekedését, igy ezt a koncentraciot nem alkalmaztuk a
hosszutavu kisérleteink soran (1. melléklet).

A 10° — 10° M SA elBkezelés sostressz valaszban betdltdtt szerepének vizsgalatahoz 2 hét
SA kezelést kovetden a tapoldatot 100 mM NaCl-dal egészitettiik ki, egy héten keresztiil. A
mintavétel 3 héttel a SA eldkezelés és 1 héttel a sokezelés megkezdése utan tortént. A
mérésekhez a ndvények gyokerét és jol kifejlett levelét hasznaltuk. Minden kisérletet legalabb

kétszer ismételtiink meg €s a méréseket harom parhuzamossal végeztiik.
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4. abra: A ludfii novények nevelési koriilményei a hosszutavu kisérletek soran. A magokat
taptalajt tartalmazo, vagott végli Eppendorfokban csiraztattuk (A) és 5 hetes korukig
Hoagland tapoldatban neveltiik (B). A SA el6kezelés és az azt koveté 100 mM NaCl kezelés
kisebb (1 literes) neveldedényekbe athelyezve tortént (C).

4.1.1.2 Rovidtavu kisérletek nevelési és kezelési koriilményei

Kisérleteinket 14 napos vad tipusti és GST mutans ludfii novényekkel végeztiik. A magok
sterilezése a hosszutavu kisérletekben leirtak szerint tortént. A sterilezést kovetden a magokat
szilard Y5 er6sségli Murashige-Skoog (MS) taptalajra iiltettiik ki (Murashige és Skoog, 1962),
amely tartalmazott 1% szacharozt, 0,8% agart (w/v) és Gamborg B5 vitaminnal kiegészitett
MS tapsot. A taptalaj pH-jat 5,7-5,8-ra allitottuk be. A ndvényeket 2 hétig neveltiik kontroll
kériilmények kozott 21 °C-on, 100 umol m™ s fényintenzitason 10/14 fény/sétét periodusban
¢s 60% relativ paratartalom mellett, majd 48 orara athelyeztiikk 6ket 150 mM NaCl-dal vagy
10 M SA-val kiegészitett 4 er6sségli MS taptalajra (5. abra). A mintavétel 2 nap elteltével
tortént, a gyokeret és a hajtast nem valasztottuk szét.

A gyokérndvekedés méréséhez a csiranovényeket a feliileti sterilezést kovetden Y2 MS

taptalajon neveltiik 4 napon keresztiil, ezutan helyeztiik 4t a névényeket 150 mM NaCl-dal
vagy 10° M SA-val kiegészitett 4 MS taptalajra, szogletes Petri-csészékbe (5. abra). A
novekedést fliggblegesen elhelyezett Petri-csészékben, az athelyezéstl szamitott 14 napon
keresztiil kovettiik nyomon, majd fényképfelvétel készitése utan szamitdégépes programmal

végeztik a kiértekelést. A gyokerek hosszat Imagel szoftver segitségével hataroztuk meg.
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5. abra: Ludfii novények nevelési koriilményei rovidtavh Petri-csészés kisérletek sordn. A
csirandvényeket. A ludfli csirandvényeket 2 hetes korukban helyeztiik 4 NaCl- vagy SA
tartalmu taptalajokra (A). A gyokérnovekedés vizsgalatdhoz 4 napos csirandvényeket
helyeztiink szogletes Petri-csészébe, kontroll (/2 MS), NaCl ill. SA tartalmu taptalajokra (B).

4.1.2 Paradicsom (Solanum lycopersicum Mill. L. cvar. Rio Fuego)

Kisérleteink soran Solanum lycopersicum Mill. L. cvar. Rio Fuego paradicsom ndvényeket
hasznaltunk fel. A novények nevelése és kezelése Szepesi €s mtsai. (2009) cikkében leirtak
alapjan tortént. A csirdztatds 3 napon keresztiil sotétben, 26 °C-on tortént. Ezt kovetben a
novények két hetes korukig perlitben majd vizkulturdban, iiveghazi koriilmények kozott
novekedtek. A tapoldat Gsszetétele a kdvetkezé volt: 2 mM Ca(NO3)z, 1 mM MgSQOy, 0,5 mM
KH, POs, 0,5 mM NaHPOq, 0,5 mM KCI és a mikroelemek (10° M MnSOy, 5-107 M
ZnS04,107 M CuSOy4, 107"M (NH4)sM07024 , 10> M H3BOy), 2:10° M Fe-EDTA, pH=5,8. A
novényeket 12 6ras nappali és 12 6ras éjszakai periddus, 300 umol m?s? fényintenzitas és
55-60%-os relativ paratartalom mellett neveltiik. A SA kezelést a novények 4 hetes koratol 8
hetes koraig végeztiik 107 és 10* M SA oldatokkal. A sokezelés 7 hetes paradicsom
novényeken tortént 3 hét SA eldkezelést kovetéen. A mintakat a 100 mM NaCl
alkalmazasanak megkezdése utan 7 nappal vettiik (6. abra). A mérésekre a gyokereket és a

csucshoz legkdzelebb esd, mar kifejlett leveleket hasznaltuk.
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6. abra: Nyolc hetes paradicsom névények 3 hét SA elkezelést és egy hét 100 mM NaCl
kezelést kovetden.

4.2 Elemtartalom meghatirozas induktiv csatolasi plazma tomegspektrométerrel

A 8 hetes vad tipust Arabidopsis thaliana (Col-0) novények elemtartalom meghatarozasa a
tanszékiinkon talalhaté induktiv csatolasi plazma tomegspektrométer (ICP-MS, Thermo
Scientific XSeries II, Asheville, USA) segitségével tortént, a gyokérbdl és a levelekbdl
elkiilonitve végeztiink elemanalizist. A 72 6ras 70 °C-on torténd szaritas utdn salétromsavat
(65%, w/v) és hidrogénperoxidot (30%, w/v) adtunk a mintdkhoz, ezt kovetden pedig egy
mikrohulldmu roncsol6é (MarsXpress CEM, Matthews, USA) segitségével 200°C-on, 1600 W
teljesitmény mellett, 15 percen keresztiil roncsoltuk a novényi részeket. A lehiitott mintdkat
ezutan megfeleld mértékben higitottuk desztillalt vizzel, majd az ICP-MS késziilékkel
meghataroztuk az elemtartalmakat. Az adatokat mg g™ szaraz tomeg (SZT) mértékegységben
fejeztiik ki.

4.3 Kletképesség meghatarozasa és reaktiv oxigénformak detektalasa fluoreszcens
mikroszkoppal

Fluoreszcein diacetdit (FDA) festéket alkalmaztunk a sejtek ¢életképességének

meghatarozasara ladfi csiranévényekben. Az FDA egy membran permeabilis fluorofor, amit

a sejten beliili észterazok alakitanak fluoreszkald formava. Csak azok a sejtek mutatnak
fluoreszcenciat, melyekben az észterazok jol mitkodnek, vagyis az FDA az €16 sejteket festi
meg (Gémes és mtsai. 2011). A csirandvényeket sotétben, szobahdmérsékleten, 2 ml 10 uM
festékoldatban inkubaltuk 30 percen keresztiil, majd 20 perc alatt 4-szer mostuk 2-(N-

morfolin)-etanszulfonsav/kalium klorid (MES/KCI, 10 mM/50 mM, pH 6,15) pufferrel. Az
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igy elokészitett mintakat nagy felbontasu digitalis kameraval felszerelt (Axiocam HR, HQ
CCD kamera, 1300x1030 dpi, Carl Zeiss, Jéna, Németorszag) mikroszkoppal vizsgaltuk, a
Zeiss Axiovert 200M tipust fluoreszcens mikroszkop 10-es filterjét hasznaltuk a méréshez
(exc.: 450-490 nm, em.: 515-565 nm), és a pixel intenzitasokat a gyokérben (150 um-rel a
csticstol 80 um atmér6jii korokben) és sziklevélben (600 pm atméréji korokben) egyarant
meghataroztuk.

A ROS in situ detektalasara a H,DCFDA (2’-7’-diklorodihidrofluoreszcein diacetat) festéket

alkalmaztuk 8 hetes ludfii névényekben. A gyokércsiucsokat és a 10 mm atmérdji hajtas

korongokat 15 percen keresztiil festettiik 37 °C -on, 10 uM H,DCFDA oldattal, Petd és mtsai.
(2013) alapjan. A festés utan 20 percen beliil négyszer mostuk a mintakat MES/KCI pufferrel
(10 mM/50 mM, pH 6,15), majd mikroszkopos targylemezre helyeztik Oket. Az igy
elokészitett mintdkat nagy felbontast digitalis kameraval felszerelt (Axiocam HR, HQ CCD
kamera, 1300x1030 dpi, Carl Zeiss, Jéna, Németorszdg), Zeiss Axiovert 200M tipusu
fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk, a 10-es filterjét hasznaltuk a méréshez. A H,DCFDA-
val festett mintdk esetében a ROS zold fluoreszcencidjanak alapjan az Axiovision Rel. 4.6
nevil szoftver segitségével mértilk a pixel intenzitast a gyokércsucsokban 300 pm-rel a
csucstol, 200 pm atmérdjii kordkben €s a hajtas korongokban 600 pm atmérdjii korokben. A

korok atmérdjét nem valtoztattuk a mérések soran.

4.4 A H,0O, tartalom kvantitativ meghatarozasa

A H,0, tartalmakat spektrofotometridsan hatdroztuk meg, a SA-, illetve a sokezelt hajtas és
gyokér mintdkban Velikova (2000) mddszere alapjan. A friss ndvényi anyagot (400 mg)
750 ul 0,1%-os triklorecetsavban (TCA) homogenizaltuk, majd centrifugalas utan (10 000 g,
20 perc, 4 °C) 0,25 ml feliiluszéhoz hozzaadtunk 0,25 ml foszfat puffert (10 mM, pH=7,0) és
0,5 ml kalium-jodid (1 M) oldatot. A reakciotermék mérését 10 perc inkubalast kovetden
390 nm-en végeztiik 10 mM foszfat pufferrel szemben. A H,0O, tartalmakat, 0,1-5 pmol mi™

H,0; koncentraciosorral készitett kalibracios gorbe segitségével allapitottuk meg.

45 A malondialdehid tartalom meghatirozasa

A malondialdehid (MDA) a lipidek peroxidacidjanak terméke, mennyiségét tiobarbitursavval
vald reakcidja alapjan lehet meghatarozni. E szerint a mddszer szerint az MDA mellett a

stresszhatdsra megjelend reaktiv aldehidek is detektalhatoak (Ederli és mtsai. 1997). Az MDA
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meghatarozasahoz 100 mg gyokér vagy hajtas mintat homogenizaltunk 1 ml 0,1 % TCA-val;
a tovabbi lipidperoxidaci6 megakadalyozasara 100 ul 4 % butilalt hidroxitoluolt (BHT)
adtunk az extraktumhoz. 4 °C -on, 10 000 g-n t6rténd, 20 perces centrifugalas utan a feliiliszo
0,25 ml-éhez 1 ml 0,5 % tiobarbitursavat adtunk, amelyet 20 % TCA-ban oldottunk fel, majd
30 percig inkubaltuk 96 °C-os vizfiirdSben. Az abszorbanciat 532 nm-nél mértiik, amit a 600
nm-nél mért nem-specifikus értékkel korrigaltunk. Az MDA koncentraciot 155 mM™ cm™

extinkcids koefficienssel szamoltuk.

4.6 Az antioxidans enzimek aktivitasanak meghatarozasa

Az antioxidans enzimek aktivitasanak meghatdrozasahoz minden esetben 200 mg ndvényi
gyokér vagy hajtas szovetet homogenizaltunk jégen 1 ml extrakciés pufferben, amely 100
mM foszfat pufferben (pH 7,0), 1 mM fenilmetilszulfonil-fluoridot (PMSF) és 1% polivinil-
polipirrolidont (PVPP) tartalmazott. Ezt kvetden 20 percig centrifugaltuk a mintakat 4 °C-on,

10 000 g-n és a feliiluszot hasznaltuk az enzimaktivitas mérésére.

4.6.1 Szuperoxid-dizmutaz (SOD) (EC 1.15.1.1)

A SOD aktivitast az NBT riboflavin jelenlétében torténd fotokémiai redukcidjanak gatldsa
alapjan hatdroztuk meg (Dhindsa és mtsai, 1981). Az 1 ml reakcioelegy 25-25 ul
enzimkivonatot, 50 mM tetrazolium kéket (NBT) és 0,2 mM riboflavint tartalmazott. A 15
perc utan keletkezett formazan extinkciojat 560 nm-en mértiik. Egy enzimegység (U) azt az
enzimmennyiséget jelenti, amely az NBT redukciojanak 50 %-os gatlasat okozza fény

jelenlétében. Az enzimaktivitast U g™ friss tomeg (FT) egységben adtuk meg.

4.6.2 Katalaz (KAT) (EC 1.11.1.6)

A KAT aktivitasat a H,O, lebontasanak nyomon kovetésével hataroztuk meg 240 nm
hulldmhosszon spektrofotométerrel, az 1. és 2. perc kozott mért extinkciovaltozas alapjan.
Hajtasban 100 pl, gyokérben 10-szeresére higitott mintabdl, 5 pl enzimkivonat, 50 mM, pH
7,0 foszfat puffert ill. 1 %-0s H20,-ot tartalmazo, 1 ml térfogata reakcidelegyben mértiik. Egy
U az az enzimmennyiség, amely 1 umol H,O, elbontésat katalizalja 1 perc alatt (Upadhyaya
¢és mtsai. 1985).

35



4.6.3 Gvajakol peroxidaz (POD) (EC 1.11.1.7)

A POD aktivitdsanak meghatirozasara 470 nm hulldmhosszon, a gvajakol oxidacidja soran
torténd abszorbancia novekedés detektalasaval tortént. e470= 26.6 mM?t cmt A hajtas
esetében 25 pl, gyokérnél pedig 10-szeresére higitott mintabol 5 ul fehérjekivonatot, 1 %-0s
gvajakolt, 50 mM, pH 7,0 foszfat puffert 1,5 ml végtérfogatban tartalmazo elegyben a
reakciot 1 %-0s H;O; oldat hozzdadésaval inditottuk. A mért abszorpcid 1 perc alatti
novekedésébdl szamitottuk az enzimaktivitast. Egy U-nak azt az enzimmennyiséget
tekintettiik, amely 1 pmol tetragvajakol képzodését katalizalta 1 perc alatt (Upadhaya és
mtsai, 1985).

4.6.4 Glutation transzferaz (GST), glutation peroxidaz (GPOX) és dehidroaszkorbat
reduktaz (DHAR) aktivitas meghatarozasa

A GST aktivitast (EC 2.5.1.18) egy mesterséges szubsztrat, az 1-klor-2,4-dinitrobenzol
(CDNB) segitsé¢gével hataroztuk meg spektrofotometrias méréssel (Habig és mtsai. 1974). A
reakcioelegy végtérfogata 1 ml volt, 100 mM foszfat pufferhez (pH 6,5) mértink 3 uM
redukalt glutationt (GSH) ¢€s a reakciot 1 puM CDNB hozzaadéasaval inditottuk el. A 340 nm-
en mért extinkcid valtozasbol az 1. és 2. perc kozotti értékek felhasznalasaval szamoltunk. €349
= 6,22 mM™ cm™, egy U az az enzimmennyiség, amely 1 perc alatt 1 umol konjugalt
terméket képez. Az enzim aktivitasat 1 g FT-re vonatkoztatva adtuk meg (U g™* FT).

A glutation peroxiddz (EC. 1.11.1.9) aktivitdst Awasthi és munkatarsai (1975) altal
kidolgozott mddszer alapjan végeztiik, kumén hidroperoxid (CHP) szubsztrattal (Csiszar €s
mtsai. 2004). A reakcidelegy 4 mM GSH-t, 0,2 mM NADPH-t, 1 U élesztd extraktumbol
tisztitott GR enzimet, 100 ul enzimkivonatot, 0,25 mM CHP-t és 100 mM foszfat puffert (pH
7,0) tartalmazott 1 ml végtérfogatban. A reakciot CHP hozzaadasaval inditottuk, az extinkciot
340 nm-en mértiik GSH-t és NADPH-t nem tartalmaz6 mintaval szemben, a szamolashoz a 3.
és 4. perc kozotti értékeket hasznaltuk fel. A nem-specifikus NADPH oxidacié figyelembe
vételéhez az extinkcio killosnbséget meghataroztuk CHP nélkiil is. €350 = 6,22 mM™* cm™, az
egy perc alatt fogyott NADPH-t umoél-ban megadva fejeztiik ki az enzimegységet (U), az
enzim mitkodését 1 g friss tomegre vonatkoztattuk (U g™ FT).

DHAR (EC. 1.8.5.1) aktivitdsdit Edwards és Dixon (2005) alapjan végeztik el. A
reakcioelegyben 100 mM foszfat pufferhez (pH 6,5) mértiink 0,5 mM dehidroaszkorbatot és a

reakciot 5 mM redukalt glutationnal inditottuk. A 265 nm-en mért extinkcid valtozasbol az 1.
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¢s 2. perc kozotti értékek felhasznaldsaval szamoltunk. €265 = 14,0 mM” ! Cm‘l, az egy perc
alatt keletkezett aszkorbatot umol-ban megadva fejeztiik ki az enzimegységet (U), az enzim

miikodését 1 g friss tdmegre vonatkoztattuk (U g™ FT).

4.7 Az abszcizin-aldehid oxidaz (AO) (EC 1.2.3.1) aktivitas mérése

Aldehid oxidaz (AO) aktivitas detektalasa poliakrilamid gélelektroforézissel (PAGE) tortént.
A méréshez 2 ml extrahald elegyben (0sszetétele: 1 mM EDTA, 5 mM GSH, 5 uM FAD, 1
mM DTT-ditiotreitol, 0,5 mM L-cisztein, 250 mM Tris puffer pH 7,5, 40 uM Na,Mo00O,4-H,0,
0,1 mM PMSF, 8 uM antipain) dorzsoltiik el a mintakat (1g) és centrifugalast kovetéen (10
perc, 10 000 g) a feliiluszot hasznaltuk a méréshez. A fehérjetartalom meghatarozasa utan
(Bradford 1976) a hajtasbol 300 pg, a gyokérbol 100 pg fehérje és tizedmennyiségii
bromfenolkék festéket tartalmazd szachardzos mintafelvivd puffer (50 % szacharéz, 0,1 %
bromfenolkék) keriilt felvitelre zsebenként a poliakrilamid (5 és 7,5 % szeparald és stacking)
gélre. Szubsztratként 1 mg ml™ 2-naftaldehidet hasznaltunk 0,1 mM fenazin metoszulfatot és
1 mM MTT-t (3[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolium-bromid) tartalmazo, 0,1 M Tris-
HCI pufferben (pH 8,5). A keletkezd szinreakcié kvantifikdlasat KODAK Elektroforézis
Dokumentacios és Analizis Rendszer (EDAS) 290 felhasznalasaval, KODAK 1D Image
Analysis szoftver (Eastman Kodak Company, 2000-2001) segitségével végeztiik (Sagi és
mtsai. 1998).

4.8 Szekvencia keresés, filogenetikai és promoter analizis

A paradicsom GST (SIGST), ZEP (SIZEP), NCED (SINCED), CCD (SICCD) és AO (SIAO)
szekvenciakat in  silico a SOL Genomics Network (SGN) adatbazisaban
(http://solgenomics.net), a luadfii GST (AtGST), NCED (AtNCED) és CCD (AtCCD)
szekvencidkat pedig a The Arabidopsis Information Resource (TAIR) adatbazisaban
(https://www.arabidopsis.org) azonositottuk. Az SIGST-ként szamon tartott nukleinsav és
fehérje szekvencidkat az SGN adatbazis keresd feliiletének segitségével kigytijtottik. A
rendelkezésre all6 aminosav szekvencidkat, amelyek feltehetden kiilonboz6 GST fehérjéket
kodolnak ClustalW szoftver segitségével illesztettiik (EMBL-EBI/ClustalW, Thompson és
mtsai. 1994). Ezt kovetéen egy 200 aminosavbol allo régid felhasznéalasaval, amely
tartalmazta az irodalombdl ismert konzervativ régiokat és doméneket, rokonsagi fat hoztunk

létre Neighbour-Joining médszerrel, a MEGAS és Dendroscope3 programokkal (Tamura és
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mtsai. 2011; Huson és mtsai. 2007). A tovabbi vizsgalatok céljabol kivalasztott szekvenciak
start kodon el6tti 1,5 kbp hosszu szakaszan cisz-hato elemeket kerestiink a PlantCARE
(http://bioinformatics.psh.ugent.be/webtools/plantcare/html/) adatbazisban.

Az SINCED ¢és SICCD szekvencidkbol allo torzsfa elkészitése soran az SIGST
szekvencidkhoz hasonlé modon jartunk el, amelyek esetében azonban a teljes aminosav

szekvencia hosszt felhasznaltuk a rokonsagi fa létrehozasahoz.

4.9 RNS izolalas, cDNS atiras és QRT-PCR (kvantitativ valos idejii polimeraz
lancreakcio)

Az 6ssz novényi RNS preparalast 100 mg kiindulési anyagbdl, Chomczynski és Sacchi (1987)
szerint végeztilk, Csiszar és mtsai. (2014) alapjan. Az RNS mintdk genomi DNS
szennyezettségétol valdo megtisztitasthoz DNaz (Thermoscientific) kezelést végeztiink, majd a
tisztitott RNS mintabdl dsszesen 1 pg-ot MMLYV reverz transzkriptazzal (Thermoscientific)
CcDNS-s¢ alakitottunk random hexamer primerek (Biotium) segitségével, a reakciot 20 pl
végtérfogatban végeztik, a gyartd (Thermoscientific) utasitasait kovetve. Az igy kapott
CDNS-t hasznaltuk a tovabbiakban a QRT-PCR reakciokhoz a vizsgalt gének kifejezodésének
nyomon kovetésére. A kivalasztott génre az oligonukleotidokat a Primer 3 szoftver
(http:/frodo.wi.mit.edu/) segitségével terveztiik, a primereket tablazatban foglaltuk 6ssze (2.
¢és 3. mellékletek). A szintetizalt CDNS-eket 1: 20 aranyban higitottuk nukledz mentes vizzel.
A reakcioelegy 20 pl végtérfogat volt, amiben az egyes oligonukleotidok 150 puM
végkoncentracioban voltak jelen, valamint 9 pl a higitott cDNS-b6l és 10 ul a 2x SYBR
Green PCR Master Mixbdl. Minden reakcid esetében legalabb harom parhuzamos mérést
végeztiink. A kvantitativ  RT-PCR-t BioRad (Hercules, California) Real-Time PCR
Detektorral végeztiik. A reakcid 10 perces 90 °C-os hevitéssel kezdédott, majd 41 ciklus
kovetkezett az alabbi paraméterekkel: 95 °C-on 15 maésodperc és 60 °C-on 1 perc. A
SYBRGreen festék fluoreszcencia intenzitasat a ciklusok sordn minden amplifikacios 1épés
utan detektaltuk Opticon Monitor szoftver segitségével (BioRad, Hercules, California). A
PCR lefutasat kovetden a termék specifikussagat olvadési gorbe detektalasaval ellendriztiik:
55 °C-t61 90 °C-ig (0,2 °C 0,2 s™). Az adatok analiziséhez a 2**“' médszert alkalmaztuk
(Livak és Schmittegen, 2001 ). A referenciagének paradicsom esetében a glicerinaldehid-3-
foszfat dehidrogenaz (GAPDH) és elongacios faktor 1 o alegysége (EF 1-a) voltak (Lovdal és
Lillo 2009, Orellana és mtsai. 2010) (3. melléklet). Az SIGST-k, SIZEP, SINCED, SICCD-k és
SIAO-k expresszidjaban bekovetkez6 valtozasok szemléltetésére a relativ transzkript szintet a
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kontroll mintdkban génenként egynek tekintettiik. A ludfiibol tortént mérésekhez referencia
génekként a 18S rRNS (At3g41768 és At29g01010) és az aktin2 (At3gl8780) géneket
alkalmaztuk (Masclaux-Daubresse ¢s mtsai. 2007, Papdi és mtsai. 2008) (2. melléklet). Az
aktin2 stabil expressziét mutatott a kisérleteinkben, ezért a kés6bbi normalizalashoz ezt
hasznaltuk. Az AtGST-k expresszidjanak szemléltetésére génenként egynek tekintettiik a

kontroll novényekben mért relativ transzkripcios szinteket €s ehhez viszonyitottunk.

4,10 Statisztikai értékelés

A kisérleteket minimum két bioldgiai ismétlésben végeztiik el, legalabb 3-3 (ndvekedés
esetében 12, ROS ¢és H,0, esetében 10) parhuzamos méréssel. A dolgozatban bemutatott
adatok egy reprezentativ kisérlet adataibol szamitott atlag értékek a hozza tartoz6 szorassal
(standard deviancia, + SD vagy standard error, = SE). A vizsgalati eredmények matematikai-
statisztikai feldolgozasat és kiértékelését a SigmaPlot 11.0 (Systat Software Inc, USA)
szoftverrel végeztik. A kontrolltdl valod szignifikdns kiilonbségeket a varianciaanalizist
kovetden a Duncan teszt alkalmazasaval allapitottuk meg. A Duncan teszt alkalmazasakor a
kiilonb6zé  betlivel jelolt oszlopok szignifikdnsan kiilonboznek egymastol P<0,05

valoszinliségi szinten.
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5. Eredmények

5.1 Ludfi novények novekedésében bekovetkezo valtozasok SA elokezelés és azt
koveto sostressz hatasara

A hidropénikus kultiraban nétt 5 hetes névények 10”° — 10° M szalicilsavval torténd kezelése
3 hét utan szignifikdnsan nodvelte a 1ladfii novények rozetta atmérdjét, hajtas- ¢és
gyokértomegét, a gyokerek hosszdban azonban nem idézett el6 szignifikans valtozast (7. és 8.
abrak). A sostressz, amelyet 100 mM NaCl tapoldathoz torténd hozzdadasaval idéztiink eld 2
hét SA eldkezelést kovetden 7 hetes ndvényeken, egy hét elteltével jelentdsen csdkkentette a
novények hajtastomegét és kismértékben a rozetta atmérdjét, azonban gyokér hosszban és -
tomegben nem idézett el szignifikans valtozéast. Az alkalmazott soOstressz a vizsgalt
novekedési paraméterekben csokkenést idézett eld 2 hét SA eldkezelést kovetden is, viszont
ezeknél a ndvényeknél a kontrollndl magasabb hajtas- és gyokértomeget mértiink. Egy hétig
tartd sokezelés utan a 10> M SA-val elékezelt ndvények rendelkeztek a legnagyobb rozettaval
¢s legmagasabb hajtas- és gyokértomeggel, ami arra utal, hogy ezeknek a ndvényeknek a

novekedése és stressztolarencidja is pozitivan valtozott (8. abra).

Kontroll 10°MSA 10°MSA 10’MSA 10°MSA 10°MSA

- NacCl

7. abra: Nyolc hetes, télevélrozsas ludfii novények két hét SA kezelés (10'5-10’9 M) és egy
hét s6 (100 mM NaCl) kezelést kovetden. A ,,- NaCl” jelolés a csak SA-kezelt, a ,,+ NaCl”
jeldlés a SA eldkezelést kovetd so kezelést jelenti.
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8. abra: Nyolc hetes ludfii névények rozetta atmérdjének, gyokér hosszanak, hajtas- és
gyokér tomegének valtozasa a két hét SA eldkezelést kovetden alkalmazott egy hét 100 mM
NaCl kezelés hatasara. (- NaCl: nem sokezelt mintak; + NaCl: 100 mM NacCl - dal kivaltott
sostressznek kitett novények; K: kontroll; M SA: a szalicilsav koncentracidja mol I*-ben
kifejezve). A kiilonb6zd betiivel jelolt oszlopok szignifikdnsan kiilonboznek egymadstol
P<0,05 valodsziniiségi szinten Duncan teszt alapjan. (Atlag+SD, n=12)

5.2 Elemtartalom valtozasa a SA el6kezelést és a sostresszt kovetden

Nyolc hetes ludfii névények K- és Na tartalma mar SA eldkezelés hatdsara moédosult.
Levélben minden SA kezelés lecsokkentette a K szintjét, gyokérben viszont csak a 10° M SA
kezelés hatasara csokkent a szovetek K tartalma. A Na tartalom koncentraciotol fliggé modon
véltozott. Levélben a 10°-107 M SA kezelések csokkentették a Na tartalmat, 10°és 10° M
SA kezelések pedig novelték azt. Gyokérben a forditottja volt megfigyelhetd: az alacsonyabb
koncentraciok eldsegitették a Na felvételét, a magasabb koncentraciok viszont kis mértékben

csokkentették a Na szintet. 100 mM NaCl kezelés hatasara a K tartalom lecsokkent levélben
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¢s gyokérben is, emellett a Na akkumulalédott mindkét szervben. A SA eldkezelés a levélben
¢s a gyokérben kiilonbozé modon hatott. A SA eldkezelés hatasara kisebb mértéki volt a
levélben a K tartalom csokkenése, s6t a 10° M SA elékezelés a kontrollhoz képest magasabb
K szintet eredményezett levelekben. A SA el6kezelt novények levelében sostressz hatasara a
kontrollhoz viszonyitva nagyobb mértékii Na halmozodott fel. Gyokérben a K tartalom a SA
el6kezelés utan magasabb volt a séstresszt kovetden f8ként a 10° és 10° M SA koncentraciok
esetében, ahol ezzel parhuzamosan a Na tartalom alacsonyabb maradt. A 10°-107 M SA
elokezelések utan viszont magasabb Na tartalmat mértiink a névények gyokerében sostresszt

kovetden (1. és 2. tablazat).

1. tablazat: A 10°-10° M SA eclékezelés hatisa ludfii novények levelének K ¢és Na
tartalmara, mg g™ szaraz tdmegre (SZT) vonatkoztatva (atlag + SD). A kiilonb6z6 betiivel
jelolt oszlopok szignifikansan kiillonboznek egymastol P<0,05 valdszinliségi szinten Duncan
teszt alapjan.

Levél
SA K (mg g™ SZT) Na(mg g™ SZT)
(M)
- NaCl + NaCl - NaCl + NaCl

K 52,95 +3,42% 3522 +2,03° 0,18 +0,00° 3514 +091°
10°° 4294 +320% 3257 +049° 0,08 +0,01° 3556 +2,29°¢
10°® 4540 +1,79" 3256 +1,04F 0,09 +0,00°¢ 30,41 +0,78°
107 4758 +425° 32,98 +263F 0,09 +0,00°¢ 60,95 +0,02°2
10 46,89 +285" 3420 +1,62° 0,37 +0,01°¢ 39,88 +2,03°
10° 21,40 +0,25°9 38,73 0,96 * 0,24 +0,00° 40,45 +£2,32°

2. tablazat: A 10°-10° M SA el8kezelés hatasa 10dfii novények gydkérzetének K és Na
tartalmara, mg g~ szaraz tdmegre (SZT) vonatkoztatva (atlag + SD). A kiilonboz8 betiivel
jelolt oszlopok szignifikansan kiilonboznek egymastol P<0,05 valdsziniliségi szinten Duncan
teszt alapjan.

Gyokér
SA K(mgg™" SZT) Na(mg g™ SZT)
(M)
- NaCl + NaCl - NaCl + NaCl

K 62,00 +4,27% 46,16 +4,13" 0,79 +0,06° 1831 +1,26°
10°° 76,57 +2,66° 4933 +0,55% 157 +0,02% 2051 +0,38%
10°® 70,30 +0,83 % 51,73 +0,15° 2,44 +0,00¢ 20,65 +0,51°2
107 76,44 +828% 49,42 +051° 0,62 +0,07° 20,97 +0,72%
10°® 65,76 +4,01° 56,32 +1,84% 0,65 +0,08° 16,78 +0,65°¢
10° 4537 +1,23° 54,27 +0,13° 0,65 +0,04°¢ 16,62 +0,60°
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A K/Na aranya nagymértékben lecsokkent sostressz utdn mind a kontroll, mind az SA-elékelt
névényekben, azonban 10° és 10° M SA elékezelés a kontrollnal magasabb K/Na aranyt

eredményezett a novények gyokerében (3. tablazat).

3. tablazat: A K/Na arany valtozasa 10°-10 M SA-val el6kezelt ludfii névényekben 1 hetes,
100 mM NaCl kezelést kovetden. Az adatokat az elemtartalmak atlagaibol szamitottuk.

K/Na

SA (M) Levél Gyokér

- NaCl +NaCl - NaCl +NaCl
K 280,08 1,00 78,18 2,52
10°° 502,73 0,92 48,69 2,41
10°® 482,65 1,07 28,80 2,50
107 503,21 0,54 122,33 2,36
10° 124,34 0,86 99,95 3,36
10° 87,12 0,96 69,00 3,26

5.3 ROS és H,0O, tartalom SA elokezelt és sostressznek Kitett ludfii novényekben

A reaktiv oxigénformak szintjét H,DCFDA festéssel hataroztuk meg. A SA el6kezelt mintak
levelében és gyokércsiicsaban a DCF fluoreszcencia nem mutatott szignifikans eltérést 8 hetes
novényeknél. Sokezelés hatasdra mindkét vizsgalt szervben szignifikdnsan magasabb volt a
mikroszkdoposan kimutathaté ROS szintje, ez az emelkedés viszont nem volt megfigyelhetd a
SA-val elékezelt novényekben; kivételt képez a 10° M SA el6kezelést kapott novények

gyokércsucsa, amelyben a kontrolléhoz hasonlé ROS szintet detektaltunk (9. abra).

A teljes levél vagy gyokér felhasznalasaval, fotometrids moédszerrel meghatarozott H,0O,
tartalom esetében a 10°-107 M SA elSkezelés hatasara a ndvények levelében szignifikans
emelkedést mutattunk ki, mig a gyOkerekben az Osszesen 3 hét SA kezelés minden
alkalmazott koncentracioban kontrollhoz hasonld szintet eredményezett. Egy hetes,
100 mM NaCl kezelés szignifikansan novelte a H;O, mennyiségét a 8 hetes ludfi
ndvényekben, amely a 107 és 10° M SA el6kezelés esetén még fokozottabb volt. A magasabb

crc

alacsonyabb H,0, szintet mutattak (9. abra).

43



. — - NaCl —_ £22 - NaCl
_“E 4000 s + NaCl § 4000 Emmm + NaCl
N level @ e gyoker
5 o

= o
5 3000 ¢ < 3000

x = 2
2 I g
82000 | be it g 2000 ab
c bc be %

§ b c N be be

2 1000 f @ 1000t ¢ c c c c
(o] g e ¢
= 2
w L
S K 10° 10° 107 10° 10° 2

M SA
— - NaCl
mmm + NaCl

— 4 . —

E levél E
TCD ‘Tcn

6 6

= £

e =

£ €

IS o

S £

& L

~ (8]

0, ]

£ T

K 10° 10° 107 10° 10° K 10° 10® 107 10° 10°
M SA M SA

9. abra: Nyolc hetes l1dfii ndvények reaktiv oxigénforma (ROS) és H,0, tartalma két hét SA
elokezelés és egy hét sostressz hatdsdra. A ROS szintjét HoDCFDA festést kovetden, a DCF
fluoreszcencia pixelintenzitds valtozdsdnak mérésével detektaltuk levél korongokban és a
gyokércsucsban. A H,0; szint méréséhez a teljes levelet vagy gyokeret hasznaltuk fel. Az X
tengely feliratainak magyardzatat lasd a 8. abrandl. A kilonbozd betiivel jelolt oszlopok
szignifikansan kiillonboznek egymastol P<0,05 valdsziniiségi szinten Duncan teszt alapjan.

5.4 A lipidperoxidacio mértékének meghatarozasa SA elokezelt ludfii novényekben
sostressz soran

A novények karosodasanak meghatarozasahoz vizsgaltuk a 8 hetes ludfii névényekben a
lipidperoxidaci6 mértékét jelz6 malondialdehid tartalom alakuldsadt. A SA eldkezelt
novényekben az MDA tartalom nem tért el szignifikansan a kontrollban mértt6l (10. abra).
Sokezelés hatasara levélben az MDA tartalom szignifikans emelkedést mutatott, ami 107 és
10® M SA el8kezelés hatisara még tovabb emelkedett. Magasabb koncentraciéja (107-107

M) SA el6kezelések nem okoztak tovabbi novekedést a lipidperoxidacidban. Gyokérben ez a
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tendencia nem volt megfigyelhetd, ugyanis sem a sostressz, sem a SA eldkezelés nem emelte

szignifikdnsan a mért MDA tartalmakat (10. &bra).
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10. abra: Malondialdehid (MDA) tartalom ludfii névények levelében és gyokerében SA
eldkezelést és sostresszt kovetéen (AtlagtSD vagy SE, n=3). Az x tengely feliratainak
magyarazatdt lasd a 8. abranadl. A kiilonb6zd betlivel jelolt oszlopok szignifikdnsan
kiilonboznek egymastol P<0,05 valdsziniiségi szinten Duncan teszt alapjan.

5.5 Az enzimatikus antioxidansok aktivitasa SA elokezelés és sostressz alatt

Harom antioxidans enzim, a szuperoxid-dizmutaz (SOD), katalaz (KAT) és gvajakol
peroxidaz (POD) aktivitasat vizsgaltuk SA eldkezelésnek majd 100 mM NaCl kezelésnek
kitett 8 hetes ludfii ndvények levelében és gyokerében. Altalanossdgban elmondhat6, hogy az
Osszesen 3 hét SA elokezelés nem idézett eld szignifikdns valtozast a SOD ¢és POD
aktivitasokban, kivételt képeznek ez alél a 10 és 10° M SA-kezelt novények, amelyeknek
hajtasdban a SOD, gyokerében pedig a POD aktivitasa emelkedett meg az el6kezelés hatasara.
A KAT aktivitdsa szignifikansan lecsokkent mind hajtdsban mind gyokérben az 0Osszes

alkalmazott SA el6kezelés hatasara (11. abra).

Egy hét sostressz hatasdra mindharom vizsgalt enzim aktivitasa szignifikdnsan megemelkedett
a gyokérben és lecsokkent a levélben. A SA eldkezelés modositotta a ludfii névények
sostresszre adott valaszat. A SOD aktivitds a SA eldkezelt novények gydkerében kontroll
értéket mutatott, hajtdsukban viszont 10° M SA jelenlétében megemelkedett, 10° M SA
hatasara pedig lecsokkent sostressz soran. A 100 mM NaCl kezelés lecsokkentette a KAT

aktivitasat a SA eldkezelt ladfii novények hajtasdban, gyokérben azonban kontroll szintet
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mutatott vagy szignifikinsan megemelkedett az aktivitdsa. Amig hajtasban a POD aktivitasa
az Osszes, elokezelésként alkalmazott SA koncentracid hatasara nétt, addig gyokérben csak a

107-10" M SA el6kezelések emelték meg szignifikansan azt egy hét séstressz utan (11. &bra).
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11. abra: 10° - 10° M SA el8kezelés hatésa 1Gdfii novények levelének és gyokerének SOD,
KAT és POD aktivitasara 1 hetes, 100 mM NaCl kezelést kdvetden (atlag£SD, n=3). Az X
tengely feliratainak magyarazatat lasd a 8. abranal. A kiilonb6zd betiivel jeldlt oszlopok
szignifikansan kiilonbéznek egymastol P<0,05 valdszinliségi szinten Duncan teszt alapjan.
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5.6 GST és GPOX aktivitasban bekovetkezo valtozasok ludfii névényekben SA
elokezelést koveté sostressz akklimatizacio soran

A GST enzim aktivitdsa koncentraciofiiggdé moédon megemelkedett 3 hét SA eldkezelés
hatasara ludfii novények levelében és gyokerében. A GPOX aktivitdsa levélben szintén
koncentraciéfiiggd modon nétt, gydkérben viszont csak a legmagasabb, 10° M SA kezelés

hatasara mutatott szignifikans indukciot (12. abra).
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12. abra: 107 - 10° M SA el8kezelés hatasa ludfii novények levelének és gydkerének GST és
GPOX aktivitasara 1 hetes, 100 mM NaCl kezelést kovetden (atlag=SD, n=3). Az x tengely
feliratainak magyardzatat lasd a 8. abrandl. A kiilonbozd betiivel jeldlt oszlopok
szignifikansan kiilonboznek egymastol P<0,05 valdsziniiségi szinten Duncan teszt alapjan.

Sokezelés hatasara a GST aktivitasa megemelkedett a kontrollhoz képest, azonban a GPOX
aktivitasa szignifikans csokkenést mutatott mind levélben, mind gyokérben. SA eldkezelés

fokozta a GST aktivitdsban bekovetkezé emelkedést az egy hét sostressz soran és a 107 ill.
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10 M SA elékezelés hataséara szignifikdnsan magasabb volt a GST aktivitds a csak sokezelt
kontrollhoz képest. A SA eldkezelés levélben megakadéalyozta a sostressz altal indukalt
GPOX aktivitas csokkenését, 10 és 10° M SA el8kezelés pedig szignifikansan megemelte a
kezeletlen kontrollhoz képest a GPOX aktivitasat sokezelés utan is. Gyokérben a két
legmagasabb SA koncentracio (10'6 és 10° M SA) hatasara kontroll szinti GPOX aktivitast

mértiink egy hét sostresszt kdvetden (12. abra).

5.7 Insilico promoter régio vizsgalat

crer

acting elements) vizsgalatat in silico, a start kodon el6tti 1500 bp felhasznalasaval végeztiik el
a PlantCARE adatbazis segitségével (Lescot és mtsai. 2002). Eredményeink alapjan
elmondhatjuk, hogy a SA-valaszban résztvevé TCA-elem, csak az AtGSTF8, AtGSTF9 és
elemek kozil a TC-gazdag ismétlédések minden vizsgalt szabalyozé régidban megtalalhato,
viszont csak az AtGSTU19 ¢és AtGSTU24 gének promoter régidjaban volt jelen tobb (3-3)
kopidban. A SAR-ban szerepet jatsz6 TGACG-motivum szintén jelen volt minden vizsgalt
szabalyoz6 régidban, legnagyobb szamban az AtGSTF8, AtGSTF9 és AtGSTU25 gének
promoterében. A vizsgalt génszakaszokon szamos mas szabalyozo elemet is azonositottunk,

koztik a szarazsdg indukalhato MYB koté helyet, az MBS motivumot, és az ABS

crer

c gy

leiras a 4. mellékletben talalhatdak.

5.8 A kivalasztott AtGST gének expressziojaban bekovetkezo valtozasok

Irodalmi adatok alapjan kivalasztottunk 3 tau (AtGSTU19, AtGSTU24 és AtGSTU25) és 2
phi (AtGSTF8 ¢és AtGSTF9) csoportba tartozd GST gént, amelyek expresszios szintjét
meghatéaroztuk 107 és 10° M SA elBkezelést és 100 mM NaCl stresszt kovetSen, hogy
megvizsgaljuk az aktivitasban bekovetkezett valtozasok hatterében allhatnak-e génexpresszios

véltozasok. Mindkét vizsgalt SA koncentracid szignifikdnsan megemelte az AtGSTU24
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expressziojat az elokezelés soran hajtasban és gyokérben egyarant, az AtGSTU19 gént viszont

csak a 10° M SA el6kezelés indukalta, a ndvények gydkerében (13. abra).
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13. abra: 107 M és 10° M SA el8kezelés hatasa ladfii novények levelének és gyokerének
GST transzkript szint valtozasara 1 hetes, 100 mM NaCl kezelést kovetden (atlag+SD, n=3).
(- NaCl: nem sokezelt mintak, + NaCl: 100 mM NaCl —dal kivaltott sostressznek Kkitett
ndvények). A transzkript szint relativ egysége minden gén esetében a hajtds vagy gyokér
kontroll mintdiban mért relativ transzkript szint (=1), amelyet szaggatott vonal jeldl az
abrakon.

49



Sostressz soran az AtGSTF8, AtGSTF9 ¢és AtGSTU25 gének represszalodtak, viszont
indukalodott az AtGSTU19 és AtGSTU24 gének expresszidja. A 107 M SA el8kezelés fokozta
az AtGSTU19 és AtGSTU24 gének kifejezddését levélben, gyokérben viszont a sokezelt
(10'5 M) SA eldkezelés hatasara levélben az AtGSTU24, gyokérben az AtGSTUL9 6rizte meg
magasabb expresszaltsagi szintjét, azonban tovabbi indukci®é nem volt megfigyelheté a
sokezelés hatasara. Gydkérben az AtGSTU24 expresszidja csokkent a sostressznek kitett 107

M SA elokezelt novényekben, de igy is 3-szoros indukcidt mutatott a kisérlet végén (13.

abra).

srer

életképességére és gyokérnovekedésére

Rovidtava kisérletekben a 2 hetes vad tipust és GST mutans (Atgstul9 és Atgstf9) ludfi
névények életképessége kiilonbozé modon reagalt 48 6ra magas s6- (150 mM) és SA (10° M
SA) kezelésekre. Sostressz soran lecsokkent a novények életképessége, azonban a
mutansokban nagyobb mértékii volt a csokkenés. A vad tipusban 60-70%-0s volt az
¢letképesség csokkenés, az Atgstul9 és Atgstf9 mutansokban viszont 80-90%-os életképesség
vesztést figyelhettiink meg. Ehhez képest a 10° M SA kezelés kisebb mértékben befolyasolta
az ¢letképességet. Sziklevélben a vad tipust €s a mutans ndvények hasonl6 véltozast mutattak
a kezelés hatasara, viszont gyokérben az Atgstul9 mutansban mintegy 60%-Kkal csokkent az

¢letképesség, amig a vad tipusban mindosszel0%-kal (14. abra).

A mutans novények GST aktivitdsa a vad tipushoz képest mar kontroll allapotban is
szignifikansan alacsonyabb volt. Sostressz ¢s SA kezelés hatasara a vad tipusu és az Atgstf9
mutansokban a GST aktivitds megemelkedett, az Atgstul9 novényekben viszont
szignifikansan alacsonyabb maradt az alkalmazott kezelés utan a vad tipushoz viszonyitva

(15. abra).
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14. abra: NaCl (150 mM) és SA (10'5 M) kezelés hatasa két hetes vad tipust (Col-Wt) ¢és
GST mutans (Atgstul9 és Atgstf9) ludfii novények sziklevelének és gyokerének
¢letképességére 48 h kezelést kovetden (atlagSE, n=10). Az életképesség meghatarozasa
FDA festéssel tortént. A: a mért fluoreszcencia értékek a kontroll %-ban Kifejezve B:
Reprezentativ fotok fluoreszcein diacetéttal jelolt kontroll, SA és NaCl kezelt vad tipust
Arabidopsis sziklevelérél (mérce=0,5 mm) ¢és fogyokércsucsarol (mérce=0,1 mm). A
kiilonboz6 betiivel jelolt oszlopok szignifikdnsan kiilonboznek egymastol P<0,05
valdsziniliségi szinten Duncan teszt alapjan.

Col-Wt

Kontroll NaCl

Atgstu19 Atgstul9

Atgstfo

SA

Atgstf9

Megvizsgaltuk a novények névekedését 2 hét 150 mM NaCl és 10° M SA kezelés alatt. A

ndvényeket 4 napos korukban helyeztiik a kezelésre és vertikalis taptalajon nevelve vizsgaltuk
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a gyokérnovekedésiiket. Az eredmények alapjan elmondhatjuk, hogy az Atgstf9 mutansoknak
mar kontroll koriilmények kozott is lecsokkent a gyokérndvekedése a vad tipushoz és az
Atgstul9 mutanshoz képest. 150 mM NaCl kezelés gatolta a gyokérnovekedést vad tipusban,
de a mutansokban kifejezettebb volt ez a gatlas. A 10° M SA kezelés hatdsara hasonlé

mértékben csokkent a gyokérhossz a vad tipusu és mutans névényekben (16. abra).
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15. abra: NaCl (150 mM) és SA (10° M) kezelés hatasa két hetes vad tipusa (Col-Wt) és
GST mutans (Atgstul9 és Atgstf9) ludfii novények GST aktivitasara 48 h kezelést kovetéen
(4tlag+SD, n=3). A kiilonboz0 betlivel jelolt oszlopok szignifikansan kiillonboznek egymastol
P<0,05 valoszintiségi szinten Duncan teszt alapjan.
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16. abra: A vad tipusu (Col-Wt) és GST mutans (Atgstul9 és Atgstf9) ludfii névények
gyokérhossza 2 hét 150 mM NaCl vagy 10° M SA kezelés utan (atlagtSD, n=8). A
kiilonb6zd  betlivel jelolt oszlopok szignifikdnsan kiilonboznek egymastdél P<0,05
valdsziniiségi szinten Duncan teszt alapjan.
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5.10 Paradicsom novények novekedésében bekovetkezé valtozasok SA elokezelés
hatasara sostressz akklimatizacio soran

A hidropénikus kultiraban nétt 4 hetes paradicsom ndvényekben 4 hét 10 M SA kezelés
csOkkentette a gyokér- és a hajtas novekedését, habar utdbbit nem szignifikdnsan. Sostressz
hatasara lecsokkent a hajtas- és gyokérhossz, azonban egyik valtozas sem volt szignifikans a
kontroll ndvényekhez viszonyitva. A 3 hetes SA elokezelést kovetden alkalmazott sokezelés a
névények hajtashosszat kis mértékben csokkentette. A 107 M SA-val elékezelt névények
gyokérhossza a sOstressz hatésara szignifikansan csokkent, viszont 10* M SA el8kezelés
hatasara tovabbi gyokérhossz csdkkenés nem volt megfigyelhetd 100 mM NaCl hatasara (17.
abra).
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17. abra: Harom hét 107 M és 10 M SA elkezelés hatdsa paradicsom ndvények hajtas- és
gyokérhosszara 1 hetes, 100 mM NaCl kezelést kovetéen (atlagtSD, n=4). (- NaCl: nem
sokezelt mintak; + NaCl: 100 mM NaCl — dal kivaltott sostressznek kitett ndvények). A
kiilonbozé betlivel jelolt oszlopok szignifikdnsan kiilonboznek egymastol P<0,05
valdsziniliségi szinten Duncan teszt alapjan.

5.11 SA el6kezelés hatasa paradicsom novények H,O, tartalmara séstressz soran

A SA kezelés a novények hajtdsdban nem okozott jelentés HyO, szint valtozast, viszont a
gyOkeriikben szignifikans valtozasokat indukalt. A 107 M SA elBkezelés hatasara
megemelkedett, a 10* M SA hatasara viszont lecsdkkent a gydkér H,0, tartalma. Egy hét
sokezelést kovetden a hajtas H,O, tartalma megemelkedett, a gyokéré viszont lecsokkent.
Hajtasban a SA el6kezelt mintdkban is magasabb H»O; szintet mértiink az egy hét sostresszt

kévetéen, viszont ez nem érte el a sokezelt kontrollban mérheté szintet. Gydkérben a 107 M
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SA elokezelés hatasara a mintakban H,O, tartalom csokkenést detektaltunk, ennek mértéke a
csak sokezelt novényekben mért alatt maradt. Gyokérben a 10 M SA el8kezelést kovetd egy

hét sokezelés soran nem tapasztaltunk a H,O, tartalomban valtozast (18. abra).

— - NaCl zzza - NaCl

—~ 12 === + NaCl —~ 08 === + NaCl
™ levél a T |gyoker a
< 10} ab ab - b
= 2 ot

o g4l be o

e 1=
= be = c q

L L Ci

g 6 c g 0,4

g 4 2 :

S g 02y

o~ 2F o~

Q, Q,

I o T 00

Kontrol 10" MSA 10*MSA Kontrol 10" MSA 10 M SA

18. abra: Harom hét 107 M és 10 M SA elékezelés hatésa paradicsom ndvények levelének
és gyokerének H,O, szint valtozasara 1 hetes, 100 mM NaCl kezelést kovetden (4tlag+SD,
n=3). (- NaCl: nem sokezelt mintak; + NaCl: 100 mM NaCl — dal kivaltott sostressznek kitett
novények). A kiilonb6zo betlivel jelolt oszlopok szignifikdnsan kiillonboznek egymastol
P<0,05 valoszinliségi szinten Duncan teszt alapjan.

5.12 Paradicsom novények levelének és gyokerének GST, GPOX és DHAR aktivitasa
SA elokezelést koveté sostressz akklimatizacio soran

Vizsgaltuk a SA- és so6-indukalta valtozasokat a GST, GPOX és DHAR aktivitdsokban 8 hetes
paradicsom ndvények levelében és gydkerében, 107 és 10" M SA elékezelést és egy hét
sostresszt kovetden. A CDNB szubsztrattal szemben mérheté 6ssz GST aktivitas paradicsom
novények levelében ¢és gyokerében a 4 hetes SA kezelés utan kontroll szinten volt. A CHP
szubsztrattal szembeni GPOX aktivitds szignifikansan megemelkedett gyokérben mindkeét
alkalmazott SA eldkezelés hatisara. Paradicsom novények levelében 107 M SA el8kezelés
hatasara nott, 10% M SA elSkezelés viszont csokkentette a GPOX aktvitast. A sostressz
szignifikansan ndvelte a GST ¢és GPOX aktivitast levélben és gyokérben a kontrollhoz
viszonyitva. A SA eldkezelés hatasdra a GST aktivitdsa nagyobb mértékli novekedést
mutatott, a csak sokezelt ndvényekhez képest is. A legmagasabb GST aktivitast a 10* M SA
elokezelést kapott novények gyokerében mértiikk. A SA eldkezelt novényekben sokezelés

hatasara a GPOX aktivitds megemelkedett és a sokezelt kontrolléhoz hasonld vagy attol
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magasabb GPOX aktivitast mutatott, kivételt képez a 107 M SA-el8kezelt novények gyokere,
amelynek GPOX aktivitasa csokkent az egy hét sostressz utan (19. abra).
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19. abra: Harom hét 107 M és 10 M SA el8kezelés hatasa paradicsom novények levelének
¢s gyokerének GST, GPOX és DHAR aktivitdsaban bekovetkezd valtozasara 1 hetes,
100 mM NaCl kezelést kovetden (atlag=SD, n=3). (- NaCl: nem sokezelt mintak; + NaCl: 100
mM NaCl — dal kivaltott sostressznek kitett novények). A kiilonb6z6 betiivel jelolt oszlopok
szignifikansan kiilonboznek egymastol P<0,05 valdsziniiségi szinten Duncan teszt alapjan.
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A DHAR aktivitdsa, amely az aszkorbat regeneraldsaban betoltott szerepe altal szintén
befolyasolhatja a redox allapotot, nem valtozott szignifikdnsan a novények levelében SA
kezelés és sostressz utan sem. Kivételt képez a 107 M SA kezelés, amely hatasara levélben és
gyOkérben is lecsokkent a DHAR aktivitas, ami a gyokérben a sdstressz hatasara még inkabb
megnyilvanult. A 10* M SA kezelés azonban kontroll szinten tartotta vagy megemelte a

DHAR enzim aktivitasat az elOkezelés soran és sOstresszt kovetden is.

5.13 Paradicsomban talilhaté GST gének filogenetikai csoportositisa és
génexpressziojuk vizsgalata SA el6kezelés és sostressz soran

A paradicsom glutation transzferaz kodolo szekvencidkat in silico médon azonositottuk a Sol
Genomics Network adatbazisban (Bombarely és mtsai. 2011). Létrehoztunk egy homoldgian
alapulo csaladfat az SGN adatbadzisdban talalhatd szekvencidk mintegy 200 aminosav
hosszlisagli szakaszat felhasznidlva a MEGAS programmal (Tamura és mtsai. 2011). A
paradicsomban taldlhaté GST szekvencidkat 8 szolubilis csoportba soroltuk a mar ismert
AtGST szekvenciakkal vald hasonlosag és a GST protein szekvencidk ismert konzervativ
régiol (Edwards és mtsai. 2002) segitségével. Az SGN adatbazisban 81 teljes vagy részleges
paradicsom GST szekvenciat azonositottunk. Ezek koziil a tau (SIGSTU-k) csoportba 56 gén
tartozik €s ez a csoport a legnagyobb, a phi (SIGSTF) és lambda (SIGSTL) csoportokba 5-5
szekvenciat soroltunk, a DHAR 6, a théta (SIGSTT) 4 és a zéta (SIGSTZ) 2 GST gént
tartalmaz. Ezen kiviil a paradicsom genom tartalmaz egy tetraklorhidrokinon dehalogenéaz
(SITCHQD) szekvenciat, valamint megtalalhaté benne egy, az eukariota elongacios faktor 1B
v-alegységek csoportjaba tartozo GST (SIEF1By) és egy membrankapcsolt GST is (SIMGST).
A rokonsadgi fa nem tartalmaz harom olyan szekvencidt (Solyc06g083770.2.1,
Solyc09g009820.2.1 és Solyc12g036560.1.1), amelyekben csak egy tioredoxin-szerti domén
talalhat6, ami a GSH kotésben vehet részt (Dixon és Edwards 2010). Annak érdekében, hogy
a kiilonbozo elnevezésekbdl eredd félreértéseket a tovabbiakban elkeriiljik, az SGN
adatbazisdban taldlhat6 GST szekvencidkat elneveztiikk, az Edwards és mtsai. (2000) altal
javasolt szabalyok alapjan. A paradicsom genomjanak feltérképezése lehetdvé tette, hogy a
GST szekvencidk elrendezddését és helyét meghatarozzak a kromoszomdakon beliil. Az
elnevezésiik csoportonként tortént ugy, hogy a szekvencidk szdmozasit az egyes

kromoszéman 1évével kezdtiik és folytatdlagosan szamoztuk (20. abra).
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20. abra: Rokonsagi fa (filogram) a paradicsom ismert GST szekvencidibdl. A rokonsagi fan
az SGN adatbdzisban taladlhatd szekvencidk azonositdsi szdmai lathatoak egy szekvencia
kivételével, amelyet az NCBI adatbazisban taldlhatd szekvencia azonositoval jeloltiink. A
szekvenciakat Edwards és mtsai. (2000) altal meghatarozott nevezéktani szabalyok alapjan
neveztiik el és az dbran félkovér betlivel jeloltiik az altalunk vizsgalt gének nevét.
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A kivalasztott 11 GST szekvencia transzkripcios szintjét QRT-PCR moédszerrel vizsgaltuk 8
hetes paradicsom novényekben, egy hét sokezelés utan a kontroll vagy SA elékezelt
novényekben. Annak érdekében, hogy az egyes GST-k transzkripcids szintjében bekdvetkezd
valtozasokat 0ssze tudjuk hasonlitani, a relativ transzkript mennyiséget a kontroll mintak
levelében ¢és gyokerében génenként egynek vettiik. Az alkalmazott sokezelés (100 mM NaCl)
egy hét kezelés utan indukalta néhany GST transzkripcidjat. Levélben megemelkedett a tau
csoportba tartozé (SIGSTU23 és SIGSTU26) GST-k expresszios szintje, gyokérben pedig az
SIGSTT2, SIGSTZ2, SIDHARS és SIGSTL3 mutattak indukciot sostressz soran. A 4 hetes SA
kezelés koncentraciofiiggd modon hatott a vizsgalt paradicsom GST-k génexpressziojara. 107
M SA jelenlétében a levelekben az SIGSTF4 és SIGSTU24 szekvenciak transzkripciods
szintjében kétszeres novekedést mértiink, gyokérben ugyanez a kezelés négyszeresére emelte
az SIGSTF4 és kétszeresére az SIGSTU23, SIGSTU26, SIGSTZ2, SIGSTT2 és SIGSTL3
expressziojat. A 10* M SA el6kezelés tobb vizsgalt GST szekvencia expresszidjat novelte a
107 M SA kezeléshez viszonyitva és az adott génekben 2-6-szoros indukciot detektaltunk,
foként az SIGSTF4, SIGSTU23 és SIGSTL3 gének esetében. A SA-val torténd elékezelés
koncentraciofiiggd modon valtja ki a ,,priming” hatast (Gémes és mtsai. 2011, Podr és mtsai.
2011). A SA Kkisérleteinkben is enyhitette a soOstressz okozta karosodast és a magasabb
koncentracio, 10* M SA hatasara kifejezettebb valtozasok voltak a GST génexpresszio
mintazataban. Egy phi csoportba tartozé GST (SIGSTF4) transzkript szintje mutatott
szignifikans emelkedést levélben és gyokérben is a kontrollhoz képest a SA kezelés hatasara.
Altalanossagban elmondhat6, hogy levélben a phi és tau (SIGSTU6, SIGSTU26) csoportd
GST-k expresszioja NaCl és SA kezelés hatasara egyarant indukalodott, amig az SIGSTT2,
SIGSTZ2, SIDHAR5 ¢és SIGSTL3 transzkripcidja a gyokérben mutatott magasabb
expresszaltsagi szintet azt jelezve, hogy ezek a gének fontos szerepet jatszanak az altalunk
tanulmanyozott stresszfolyamatban és hozzajarulhatnak a mért GST aktivitas emelkedéséhez.
A 100 mM NaCl kezelés a 10* M SA el8kezelt novényekben a transzkripcios szint
csokkenését idézte eld néhany vizsgalt SIGST szekvencia, mint pl. az SIGSTU24 esetében (21.
abra).
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5.14 Proméoter régio in silico vizsgalata

A paradicsom genom szekvencidjanak kozzététele megkonnyitette a Cisz-szabalyozé elemek
hozzaférését az SGN adatbazisaban (http://solgenomics.net), igy a kivalasztott paradicsom
GST gének cisz-hat6 elemeit a start kodon el6tti 1500 bp felhasznalasaval, a ladfiihoz
hasonldan, a PlantCARE adatbazis segitségével (Lescot és mtsai. 2002) in silico vizsgaltuk. A
SA-valaszban résztvevé TCA-elem csak a SIGSTUG6, SIGSTT2 és SIGSTZ2 gének promoter
gazdag ismétlédések) az SIGSTT2 promoter régid kivételével, megtalalhatéak minden vizsgalt
szabalyozd régioban, altalaban tobb kopidban. A vizsgalt génszakaszokon azonositottuk a
TGACG elemet, az MBS motivumot és az ABRE elemet. Ezek mellett a flavonoid bioszintézis
gének szabalyozasaban fontos MBSII elem is megtalalhaté volt néhany gén promoéterében. A
vizsgalt SIGST-k 5’ upstream régidja a luadfithz hasonléan szamos fényvalasz elemet
tartalmaz, igy valosziniileg a jeldtviteli utak Osszetett kolcsonhatasa ezekre a génekre is

crer

tartozo leiras az 5. mellékletben talalhatoak.

5.15 AO aktivitas SA elokezelt és sostressznek kitett paradicsom néovényekben

Az aldehid oxidaz (AO) aktivitasat nativ PAGE gélben torténé elvalasztas utan 2-naftaldehid
(NAId) szubsztrattal hataroztuk meg. A legkisebb mobilitasia AO savot (AO1) levél és gyokér
szOvetben is detektaltuk, igy a tovabbiakban ennek az aktivitasat vizsgaltuk. Gyokérben
legalabb 4, nagyobb mobilitast sav is detektalhato volt, azonban ezek aktivitdsa alacsony volt
¢s a gélen csak nagyon gyenge jelet adtak. Paradicsom novények levelében a 4 hetes, 10" M
SA elokezelés hatasara lecsokkent a legkisebb mobilitasi AO sav aktivitasa, 10* M SA
elokezelés viszont kontroll szintli AO aktivitast eredményezett a levelekben. Gyokérben az
SA eldkezelés nem okozott szignifikdns eltérést az AO aktivitdsdban a kontrollhoz
viszonyitva. Sostressz hatasara az AO aktivitasa lecsokkent a kontroll és a SA eldkezelt
novényekben egyarant, kivételt képez a 107 M SA el8kezelés, amely novelte az AO

aktivitasat egy hét 100 mM NaCl kezelés utan (22. abra).
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22. 4bra: Harom hét 107 M és 10 M SA elékezelés hatdsa paradicsom ndvények levelének
¢és gyokerének AOL aktivitasara 1 hetes, 100 mM NaCl kezelést kdvetden (atlag=SD, n=3). A
diagramok a gélek AO1 séavjanak szamszerisitett adatait tartalmazzak. A keletkez6
szinreakcio kvantifikalasat KODAK EDAS rendszer segitségével végeztiik. A diagramok alatt
a nativ PAGE gélekrdl késziilt reprezentativ fotok lathatok. (- NaCl: nem sokezelt mintak;
+ NaCl: 100 mM NaCl — dal kivaltott sostressznek kitett novények). A kiilonb6z6 betiivel
jelolt oszlopok szignifikansan kiilonboznek egymastol P<0,05 valoszinliségi szinten Duncan
teszt alapjan.

5.16 ABS bioszintézis gének expresszioja SA elokezelés és sostressz soran paradicsom
novények levelében és gyokerében

Létrehoztunk egy, a szekvenciak hasonlosagan alapuld csaladfat az ismert paradicsom és
ladfii 9-cisz-epoxikarotinoid dioxigenazok (9-cis-epoxycarotenoid dioxygenase, NCED) és
karotinoid hasitd dioxigenazok (carotenoid cleavage dioxygenase, CCD) felhasznalasaval,
hogy megvizsgaljuk a génszekvencidk kapcsolatat. Harom paradicsom és 5 ludfii NCED
szekvencia taladlhaté az SGN és TAIR adatbazisokban, amelyek koziil a filogram alapjan az
SINCED1 (Solyc07g056570) aminosav szekvencia leginkabb az AtNCED3 (At3g14440)
szekvenciahoz hasonlit (23. abra). A Kkarotinoid hasito dioxigenazok (CCD-k) nagy

hasonldsdgot mutatnak az NCED szekvencidkkal, azonban 6nalld csoportot alkotnak a ludfii
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CCD-kel. Az SICCDI1A ¢s SICCDIB leginkabb a ludfit AtCCDI1 aminosav szekvencidjaval

mutat hasonlosagot.

Tovabbi vizsgalatok céljabol az SINCEDI1, SICCD1A ¢s SICCDIB szekvencidkat
valasztottuk ki az irodalomban taldlhat6 adatok alapjan és a paradicsom és ludfii aminosav

szekvencidk filogenetikai hasonlosagai alapjan. Az SINCED és SICCD1 gének mellet
vizsgaltuk egy SIZEP ¢és harom SIAO (SIAOL, SIAO2 ¢és SIAO3) gén expresszidjat is.

At3g14440- AINCED3
0.2300

s Solyc07g056570.1-SINCED1
0.5400 Solyc089016720.1-SINCEDS
At1g78390-AINCEDS

o At1930100-AINCEDS
1.0000 e AMg18350-AMNCED2

1.0000

[Topg At3024220-AINCEDS
———— Soyc059053530 1-SINCEDS
oo SOlve0190872502.SICCD1A
1 0000 Solyc01g087260.2-8ICCD1B
— At3g63520-MCCD1

1.0000 Atdg19170-ACCD4
1.0000

4@ Solyc08g075480.2-SICCD4A
Solyc08g075490.2-SICCD4B
WAthélélQQO-AtCCD?
Solyc01g0980660.2-SICCDT

W Atdg32810-ACCDS3
Solyc08g066650.2-SICCD8

1.0000

23. abra: Rokonsagi fa (filogram) a paradicsom és Iudfii ismert NCED és CCD
szekvenciaibol. A rokonsagi fan az SGN és TAIR adatbazisban talalhatd szekvencidk
azonositasi szamai lathatdak. A szekvencidkat az SGN ¢és TAIR adatbéazisokban fellelhetd név
alapjan neveztiik el és az dbran félkovér betiivel jeldltiik az altalunk vizsgalt gének nevét.

Az ABS bioszintézisében szerepet jatsz6 gének a 4 hetes SA kezelés hatasara
koncentraciofiiggd modon indukalodtak, és gyokérben sokkal nagyobb mértékli valtozasokat
detektaltunk, mint levélben. Az ABS bioszintézisének els6 1épéséért felelés enzimet kodolo
SIZEP gén expressziojat, a 10 M SA kezelés levélben csak kis mértékben, gydkérben viszont
szignifikdnsan indukalta. Sostressz hatasara a SA elOkezelt és -kezeletlen mintdkban is

represszalodott az SIZEP gén (24. abra).
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24. Abra: Harom hét 107 M és 10 M SA elékezelés hatdsa paradicsom ndvények levelének
¢s gyokerének ABS bioszintézis gének transzkript szint valtozasara 1 hetes, 100 mM NaCl
kezelést kovetden (atlagtSD, n=3). (- NaCl: nem sokezelt mintak; + NaCl: 100 mM NaCl —
dal kivaltott sostressznek kitett ndvények). A transzkript szint relativ egysége a hajtas vagy
gyokér kontroll mintadiban mért relativ transzkript szint (=1), amelyet szaggatott vonal jelol az
abrakon.
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Az ABS bioszintézis kulcs enzimét kodold SINCEDL gén, expresszidja gyOkérben
indukalodott mindkét SA elokezelés hatasara, levélben kontroll szintl kifejezédést mutatott.
Egy hét 100 mM NaCl kezelést kovetden az SINCED1 gén expresszidja levélben enyhe
csokkenést, gyokérben pedig mintegy 2-szeres nodvekedést mutatott. A vizsgalt SA
koncentraciok kiilonb6z6 modon befolyasoltak az SINCED1 kifejez6dését a sostressz soran.
107 M SA el8kezelés hatasara az egy hét sostressz megemelte, 10* M SA viszont kontroll

szintre csokkentette az SINCED1 gén expressziojat.

Levélben a SA csak kismértékben hatott a SICCD-k expresszidjara, de sokkal kifejezettebb
valtozasok voltak gyokérben. Az SICCD1A transzkripcids szintje gyokérben mindkét SA
elokezelés hatdsara megemelkedett. 100 mM NaCl kismértékben indukélta expresszidjukat a

levélben, azonban gyokérben csokkent az atirasuk sostressz soran a SA eldkezelések hatasara
(24. abra).

Kisérleteink soran harom SIAO gén expressziojat tanulmanyoztuk. Az SA el6kezelés
koncentraciofiiggd médon véltoztatta az SIAO gének expresszidjat. Levélben a 10* M SA
elékezelés fokozta az SIAO2 és SIAO3 gének expresszidjat, a 107 M SA el6kezelés viszont
nem idézett el6 szignifikans valtozast. Gyokérben a 10* M SA indukalta az SIAO1 és SIAQ2
expresszidjat, viszont az SIAO3 nem mutatott indukciot. A sokezelés csokkentette a vizsgalt
SIAO gének expresszigjat kontroll és SA eldkezelt novényekben egyarant, kivéve a SIAOL
gént, amelynek mRNS szintje megemelkedett a 107 M SA elékezelt gyokerekben egy hét

sokezelést kovetden (24. abra).
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6. Eredmények értékelése

6.1 A hosszutava SA elokezelés hatasa a ladfi és paradicsom novények sostressz
akklimatizaciojara

A SA-at, mint névényi hormont elsfsorban a biotikus stressz sordn jelentkezd védekezési
mechanizmusok indukcidjaval kapcsoltak Ossze, azonban egyre tobb bizonyiték halmozodott
fel az elmult években arra vonatkozdéan, hogy a SA az abiotikus stresszvalaszt is képes
szabalyozni. A kiilséleg alkalmazott SA, megfeleld koncentracioban szdmos mddon hathat a
novények fiziologiai folyamataira, koztiik az antioxiddnsok aktivalasaval, ami hatékonyabb
stressz tolerancidhoz vezethet (Horvath és mtsai. 2007, Ashraf és mtsai. 2010). Annak
érdekében, hogy a SA soéstressz elleni védekezésben betoltott szerepét jobban megérthessiik,
kisérleteinkben a hosszutavu ,,priming”-ra fokuszaltunk, amelyet hosszan tartd sostressz (egy

hét 100 mM NaCl) kdvetett a ndvényekben.

Korabbi eredményeink azt mutattak, hogy paradicsom ndvényekben a hosszitava SA
elokezelés szignifikdnsan javitotta az egy hétig tartd, magas sdkoncentracioval (100 mM
NaCl) szembeni toleranciat. A 10* M SA elésegitette az akklimatizacié folyamatat és
enyhitette a masodlagosan alkalmazott sostressz karosito hatasat. A sostressznek Kitett
paradicsom novények SA elOkezelése megemelte az ABS szintjét, javitotta a ndvények
kisérleteinkben bizonyitottuk, hogy 107 M SA alkalmazasa esetén csak az SINCED1 gén
transzkript szintje emelkedett meg, 10* M SA hataséra viszont az ABS bioszintézis minden
fontosabb 1épése indukalodott (SIZEP, SINCEDL1 és SIAO-k). Filogenetikai vizsgalatainkbol
kidertilt, hogy az SINCED1 hasonlosagot mutat az AtNCED3 ¢és AtNCED?9 szekvenciakkal,
amelyek irodalmi adatok szerint szoros kapcsolatot mutattak a megemelkedett ABS
akkumulaciéval Arabidopsis magokban (Lefebvre és mtsai. 2006, Kanno és mtsai. 2010). Az
LeNCED1 (jelenlegi nevén SINCED1) gén dohany ndvényekben torténd tultermeltetése
magasabb ABS szintet eredményezett, amely jobb védelmet biztosit szadrazsag stressz esetén
(Tung és mtsai. 2008). Kisérleteinkben a SA elékezelés paradicsom gyokérben indukalta az
SINCED1 gént és ABS akkumuléciot valtott ki, de csak a magasabb SA koncentréacio, a 107
M eldkezelés hatdsara emelkedett meg az ABS a novények levelében is (Szepesi és mtsai.
2009). Habar az NCED-t tartjdk az ABS bioszintézis legfontosabb szabalyoz6 enzimének, a

SA kezelés a ZEP és AO izoenzimeket is befolyasolta. Endo és mtsai. (2008) az ABS
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bioszintézis szOveti lokalizaciojat deritették fel AtNCED3 ¢és  AtAO3 antitestek
alkalmazéséaval, és azt talaltdk, hogy a korai vélaszban a gének indukcidja a vaszkuldris
parenchima sejtekre korlatozddott. Mas kozleményekhez hasonléan (Gallé¢ és mtsai. 2013),
kisérleti rendszeriinkben az ABS bioszintézis gének a SA eldkezelés hatidsara jobban
indukalodtak gyokérben, mint hajtdsban, viszont az ABS akkumuldcioja magasabb volt a

levelekben. Ennek hatterében a hatékonyabb transzport allhat.

A Kkarotinoid hasité dioxigenaz funkcioval rendelkezé aminosav szekvenciakbol 1étrehozott
torzsfan az SINCED-kel nagy hasondsagot mutaté SICCD-k egy kiilonalld csoportot alkotnak.
A CCD-k ¢s termékeik a fejléddésben, a novény €s gomba kdlcsonhatdsban vesznek részt €s a
novényi illat- és izanyagok Osszetevdi kozott is szerepelnek (Camara és Bouvier 2004). A
CCD-k ezen csoportja az olyan apokarotinoidok szintézisében jatszik szerepet, mint a -
ciklocitral, B-jonon, geranial, teaspiron és damaszcenon (Auldridge és mtsai. 2006). Az
SICCDIA ¢és SICCDIB, amelyek a B-jonon, geranilaceton és pszeudojonon szintézisét
katalizaljak kiilonb6z6 karotinoid szubsztratokbol, hasonléak az AtCCDI1-hez (Simkin és
mtsai. 2004). Ramel és mtsai. (2012) véleménye szerint az apokarotinoidok jelmolekulakként
funkcionalhatnak a névényekben, igy az SICCD1 gének megemelkedett transzkript szintje
olyan valtozasokat indukalhat a paradicsom ndvények eldkezelése soran, amelyek uj, eddig

még ismeretlen apokarotinoid-szabalyozas alatt allo utvonalakat indukalnak.

Yasuda és mtsai. (2008) a BIT (1,2-benzisothiazol-3(2H)-onel,1-dioxide) kémiai elicitort
alkalmaztdk, hogy SA jelatvitel indukaldsdval aktivaljadk a SAR-t. A BIT-indukalt SA
akkumulaci6 és -SA jelatvitel exogén ABS hozzaadéasaval ludfii novényekben visszaszorithato
volt. Emellett a BIT kezelés lecsokkentette a NaCl-indukalt ABS bioszintézist, Az ABA1 és
NCEDS expresszigjat, de az ABA2 és AO3 génekét nem befolyasolta (Yasuda és mtsai. 2008).
A 107 M SA koncentraciéval ellentétben a 10* M SA - hasonléan a BIT kezeléshez -
megemelte a paradicsom ndvényekben az SIZEP, SINCED1 és SIAO1 gének transzkript
mennyiségét. Habar magas sokoncentracié lecsokkentette a SA elokezelt mintdkban a gének
expresszigjat gyokérben vagy gatolta az SIAO aktivitast, az ABS szintje a kontroll felett
maradt, igy azt feltételezhetjiik, hogy az ABS lebontas mértéke is csokkent a ,,priming” soran.

(Szepesi és mtsai. 2009).

Lovelli és mtsai. (2012) paradicsom szdvetekben kozvetlen kapcsolatot talaltak az ABS és a
Na tartalom kozott. Korabbi kisérleteink soran a SA elGkezelés csokkentette a Na

koncentraciot a gyokérben a sokezelt kontrollhoz képest, azonban a Na hajtasba torténd
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transzportja fokozodott. Az ABS szintje a levelekben ezzel egy idében kismértékben
meghaladta a csak sokezelt novényekben mérhetdt (Szepesi és mtsai 2009). A ndvekedés és a
fejlédés fenntartdsa soés kornyezetben az ozmotikus szabélyozdshoz kothetd, ami a
kompatibilis ozmotikumok szintézisén vagy — egyes sotolerans fajokban és halofitdkban — a
mtsai. 2009). A SA eldkezelést kovetden a paradicsom levelek halofita jelleget mutattak és
tobb Na-ot tartalmaztak, mint a csak sokezelt kontroll levelek (Szepesi és mtsai 2009). A
sotolerans paradicsom fajtdkban a rezisztencia alacsonyabb Na- ¢és magasabb K
akkumulacidval, a levelekben nagyobb szacharoz, karotinoid €s redukalt tiol felhalmozodassal
¢s alacsonyabb oxidativ karosodassal jellemezhetd (Juan és mtsai. 2005). Ezek a novények
s6s kornyezetben képesek a magasabb biomassza produkciora. A megemelkedett
gyokérnovekedéssel és magasabb gyokér biomasszaval jellemezhetd paradicsom pedig jobb
SA-val elékezelt paradicsom ndvényekkel ellentétben, a ,,priming” hatassal rendelkez6 10 M
SA kezelés eldsegitette a gyokérndvekedést sostressz soran. A paradicsom ndvényekben
tapasztaltakhoz hasonléan, a 10° M SA elékezelt ludfii ndvények magasabb K/Na aranyt
tartottak fenn sdstressz sordn a gyokeriikben és nagyobb gyokér- és hajtas friss tomeggel,
hajtds rozetta atmérdvel rendelkeztek a soOkezelt kontrollhoz képest, a levélben meért

megemelkedett Na tartalom mellett.

A NaCl stressz hatasara a ROS szintje megnd, ami karosito hatasa mellett a jelatvitelben is
fontos szerepet tolthet be, ezért az antioxiddns mechanizmusok a ROS szintjének
szabalyozasan keresztiil kulcsszerepet jatszanak a ndvények sétolerancidjaban (Munns és
Tester 2008). Eredményeinket Osszevetve megallapithatjuk, hogy a 100 mM NaCl kezelés
megemelte a H,O, tartalmat a paradicsom és a ludfii levelében is, a gyokerében viszont
ellentétes valtozasokat idézett eld, paradicsomban csokkentette, Iudfiiben novelte a H,0;
levelében ¢és gyokerében. A SOD, KAT ¢és POD enzimek aktivitdsa nétt a sostressznek kitett
ludfii novények gyokerében, leveliikben viszont vagy lecsokkent, vagy kontroll szinten
maradt az aktivitdsuk. Egy hét 100 mM NaCl kezelés a 8 hetes paradicsom ¢és ludfii
novényekben megemelte a GST aktivitasat, a GPOX aktivitds viszont paradicsom

novényekben ndtt, ludfiiben pedig szignifikdnsan lecsokkent soOstressz hatdsara mindkét
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vizsgalt szervben. Az antioxidans enzimek aktivitisanak novekedése azonban nem

crcr

A kiils6leg alkalmazott SA-r6l kordbban mar kimutattdk, hogy koncentraciotol és
novényfajtol fliggben fejti ki hatasat (Rivas-San Vicente és Plasencia 2011). Paradicsom
novények hosszatava SA kezelése megakadalyozta a magas sokoncentracié hatasara
bekovetkezd fotoszintetikus paraméterek csokkenését (Podr és mtsai. 2011), csokkentette a
ROS, a nitrogén monoxid és a MDA tartalmat (Szepesi €s mtsai. 2008, Gémes és mtsai. 2011)
¢s megemelte egyes antioxidansok aktivitasat (Szepesi €s mtsai. 2005, Tari és mtsai 2015). A
ROS akkumuléciot az antioxidans rendszer szabalyozza, amely gyakran indukalddik stressz
hatasara (Gill és Tuteja 2010). A SA eldkezelés a magasabb (paradicsomban 10 M, ludfiiben
10 M) koncentracioban alkalmazva mindkét vizsgalt fajban csokkentette séstressz sorén a
H,0, szintjében bekodvetkezd valtozdsokat. A tobb héten at tartd SA kezelés dnmagédban
altalaban nem befolyasolta a SOD és POD aktivitasokat, kivéve a 10° és 10° M SA
clokezeléseket, amelyek megemelték a SOD ¢és POD aktivitasat. A sostressz ladfiiben
megemelte a POD aktivitasat a 107-10° M SA elékezelt novények gydkerében. Ehhez
hasonld eredményt kaptak Noreen és mtsai. (2009) napraforgé ndvényekben, ahol a SA
enyhitette a 120 mM NaCl kezelés novekedésgatld hatasat, foként a POD aktivitas
novelésével. A peroxidazok kiilonb6zd biotikus és abiotikus stresszvalaszokban érintettek,
tobbek kozott a patogének elleni védekezésben, nehézfém-, hideg-, szarazsag- és sostressz
valaszban (De Gara 2004, Cosio és mtsai. 2009, Csiszar és mtsai. 2012). Ezek az enzimek a
H,0; redukcigjat katalizaljak kiilonb6z6 donorokrdl szarmazod elektronok felhasznéalasaval
(Passardi ¢s mtsai. 2004). Ludfliben tehat a hosszitavia SA-indukalt sostressz akklimatizaciot
legalabb részben magyarazhatjuk a POD aktivitds emelkedésével. A DHAR aktivitasa a
sokezelést kovetden a 10 M SA-val el6kezelt novények gydkerében kontroll szinten maradt,
viszont a 107 M SA kezelés lecsokkentette, ami azt sugallja, hogy a 10* M SA el8kezelés
hatékonyabb a ,priming” kialakitisaban a 107 M SA kezeléshez képest paradicsom
novényekben (Gémes és mtsai. 2011). Emellett, a magasabb GST ¢s GPOX aktivitds a SA
elékezelt novényekben arra utal, hogy a GST-k aktivalasa a ,,priming” hat4s fontos részét
képezi és hozzajarulhat a ndvények megemelkedett rezisztenciajahoz a hosszatava valaszban.
A GST-k a sostressz sordn fellépd oxidativ karosodas elleni védelemben jatszanak szerepet
azaltal, hogy megakadalyozzak a szerves hidroperoxidok citotoxikus aldehidekké torténd

alakulasat (Zhang és mtsai. 2012).
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A GST ¢és GPOX aktivitasdnak hatterében allo folyamatok jobb megismerése érdekében
megvizsgaltuk a SA el6kezelt és sostressznek kitett paradicsom és ludfii novényekben néhany
kivalasztott GST gén expresszidjat QRT-PCR modszerrel. A GST enzimcsalad
paradicsomban 81 tagbol all, amelyek koziil 78 tartozik a 6 szolubilis csoport valamelyikébe.
Olyan SIGST géneket valasztottunk ki tovabbi vizsgalat céljabol, amelyek nagy hasonlosagot
mutatnak a CDNB és CHP szubsztratokkal szemben magas affinitassal rendelkezé ludfi
GST-kel (Dixon és mtsai. 2009). A vizsgalt SIGST gének expresszidja eltérd volt a levélben
és a gyOkérben, emellett a SA el6kezelés koncentracio-fiiggé modon hatott a GST-k
expressziojara. A 107 M SA kezelés hatasara levélben egyediil az SIGSTF4 gén indukalddott,
a magasabb, 10* M SA koncentracié viszont megemelte az SIGSTF4 és SIGSTU26 mRNS
szintjét. Gyokérben mindkét SA koncentracié hatasara nétt az SIGSTF4, SIGSTU23,
SIGSTU26, SIGSTZ2, SIGSTT2, SIDHARS és SIGSTL3 gének transzkript szintje, 10* M SA
elokezelés azonban nagyobb mértékben ndvelte a gének atirasat. Mivel paradicsom levelében
¢s gyokerében egyarant a phi és tau csoportba tartozé6 GST-k is megemelkedett SA-valaszt
mutattak, ludfilben az ebbe a csoportba tartozd géneket valasztottunk ki tovabbi vizsgalatra.
Erdekes moédon az AtGSTF8 gén, amiben az in silico promoter régié vizsgalatokban tobb SA-
kapcsolodo elemet is talaltunk (TCA-elem és TGACG-motivum), hosszatavii SA kezelés
hatasara represszalodott, nem gy mint a paradicsomban talalhatd ortologja, az SIGSTF4 (4.
tablazat). Az SIGSTF4 promoterében szintén jelen voltak a SA-hatdo clemek egy-egy
kopiaban, a TC-gazdag ismétlédések és MBS elem viszont tobb kopiaban. Ludfii n6vényekben
megtalalhatéak voltak az abiotikus stresszvalasz elemek, a TC-gazdag ismétlddések és MBS
elem és mellette a SA-hatd elem TGACG-motivum is, indukciot mutattak. A kiilonb6z6 gének
haté elemek szdmat, elhelyezkedését tekintve nem taldltunk egyértelmii Osszefiiggést azok
megléte, szama illetve a megfigyelt expresszids valtozasok kozott (4. tablazat). Eredményeink
azt mutatjak, hogy az egyes GST izoenzimek mind fajon beliil, mind az ortologokat tekintve
igen Osszetett, egyedi szabalyozas alatt allnak. Mivel azonban a nukleotid motivumok
nemcsak a promoter régioban, hanem az egész genomban szétszortan helyezkedhetnek el,

feltételezett szabalyozo funkcidjuk igazolasara tovabbi kisérletek sziikségesek.
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hormon- és stressz-indukalhat6 elemek. Plusz (+) jel jeloli az adott cisz-hatd elem meglétét és
szamat a szabalyoz6 régidban.

Cisz-hato elem megnevezése

A gén TCA- TGACG- ABRE ERE TC-gazd. MBS MBSII
neve elem motivum ismétlodések

AtGSTF8 +++ +++++ + + +

AtGSTF9 +++ ++ ++ +

SIGSTF4 + + ++ +++ +++
SIGSTF5 + ++ ++ + +
AtGSTU19 ++++ +++ ++++
AtGSTU24 + +++ +++
AtGSTU25  + +++ +

SIGSTUG  ++ ++++

SIGSTU23 ++ ++ +++ ++ +
SIGSTU24 ++ ++ + +++ +
SIGSTU26  + + + +
SIGSTZ2 ++ ++ ++

SIGSTT2 ++ + + ++
SIDHAR2 +

SIDHARS5 + +

SIGSTL3 + + ++ +

Az SIGSTU23 és SIGSTU26 expresszidja levélben megemelkedett a sokezelés hatasara. A
,priming”-ot kovetden sostressz hatasara a levelekben az SIGSTU23 expresszidja csokkent, de
az SIGSTU26 aktivacidja potolhatta ezt a csokkenést. Ludfiiben sostressz hatasara szintén
indukalddott a tau csoportba tartozdo AtGSTUL9 és AtGSTU24 gének expresszidja. Ezt az
indukciot a 107 M SA el6kezelés tovabb fokozta, a 10° M SA eldkezelés azonban
lecsokkentette azt. A tau csoportit GST-k GSH-konjugalé aktivitassal rendelkeznek kiilonféle
xenobiotikumokkal szemben rizsben (Yang és mtsai. 2009) és nyarfaban (Lan és mtsai. 2009),
paradicsom ¢és ludfli levelében is soOstressz alatt. Az eredményeink arra utalnak, hogy a GST
aktivitasban mért valtozdsok a SA elOkezelt ludfii novényekben legalabb részben az

AtGSTU19 és AtGSTU24 gének kiilonbozo transzkripeios aktivalasaval fligg Ossze.

Amig a ludfti gyokerében a tau csoportt GST-k indukcidja volt megfigyelhetd, addig a
paradicsom gyokerében az SIGSTT2, SIGSTZ2, SIGSTL3 és SIDHARS gének expresszidja

emelkedett meg a sostressz soran.

Ezek a GST-k expresszios mintazataban bekovetkezd valtozasok tlinnek leginkabb
jellemzonek a SA ,,priming”-ra paradicsomban. Az alacsony SA-val szemben, a magas SA
koncentracidval torténd ,,priming” fenntartotta a sostresszelt novényekéhez hasonld SIGSTZ2,
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SIGSTT2, SIGSTL3 és SIDHARS génexpressziot, ami alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy
ezek a GST-k fontos szerepet jatszanak a paradicsom novények sostressz akklimatizaciojaban.
A zéta, théta és DHAR csoportba tartozo SIGST-k expresszidjanak aktivalodasa egy hét
sokezelés utan csak a gyokérben volt megfigyelhetd, ami arra utal, hogy az altaluk katalizalt
kémiai reakciok a gyokérben fontosak a soOstressz soran. A théta csoportba tart6zo enzimek
magas GPOX aktivitassal rendelkeznek, ezért az SIGSTT2 kifejezOdésében tapasztalt
novekedés, ami az AtGSTT1 homolodgja, hozzédjarulhat a GSH fiiggd lipid hidroperoxidok

eliminalasahoz a peroxiszomakban (Dixon és Edwards 2010).

Osszegezve, eredményeink arra utalnak, hogy a GST-k fontos résztvevéi a valtozé kdrnyezeti
jelekhez torténd alkalmazkodasnak. A modosult GST expresszios szintek és a GST
izoenzimek megnovekedett vagy gatolt aktivitasa, amelyek kiilonféle feladatot latnak el, aktiv
részesei a hosszabb tava stressz valasznak, igy a SA hatasara kialakulo ,,priming”-ban is

szerepet jatszanak és javithatjak a sétoleranciat paradicsom novényekben.

6.2 GST mutacié hatasa Arabidopsis thaliana rovidtava séstressz valaszara

A GST-k szerepét a detoxifikald mechanizmusok soran mar tobb koézleményben leirtak (Bray
2002, DeRidder és mtsai. 2002, Ndimba ¢és mtsai. 2005, Sarry és mtsai. 2006), de az egyes
GST-k pontos szerepérdl a fejlddésben és stressz elleni védekezésben kevesebb informéacio all
rendelkezéstinkre. Az AtGSTF9 mas GST-k mellett, mint az AtGSTF2, AtGSTF6/7,
AtGSTF10, AtDHAR1, AtDHAR3, AtGSTUS és AtGSTU19, nagy mennyis€gben jelen van a
kontroll novények hajtasaban és a sejtkultiraban is (Sappl és mtsai. 2004). Hossztava
kisérleteinkben azt tapasztaltuk, hogy az AtGSTU19 és az AtGSTF9 gének expresszioja eltérd
modon valtozott az alkalmazott s6- €s SA kezelések hatasara. Ezért rovidtava so- és SA
csirandvényekben mérhetd GST aktivitasra és az életképességre. Ezen feliil 2 hét 150 mM

NaCl vagy 10 M SA kezelés hatasara mértiik a csirandvények gydkérndvekedését.

Az AtGSTF9 amellett, hogy részt vesz a virdg kialakitdsaban (Chua és mtsai. 2010) és a
gyokér mozgasanak szabalyozasaban (Schafer és Buettner 2001), részt vesz az alacsony
kialakitasaban (Semane és mtsai. 2010). Vizsgalataink sordn megallapitottuk, hogy a két hetes

Atgstf9 mutans novények gydkere szignifikansan rovidebb kontroll koriilmények kozott,
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azonban a 150 mM NaCl vagy 10° M SA kezelés csak kisebb eltérést okozott a vad tipushoz
képest. Az eredmények arra utalnak, hogy a csirandvények gyokérndvekedésében kontroll
koriilmények kozott és NaCl- vagy SA kezelés alatt is szerepet jatszik az AtGSTF9. A s6- és
SA kezelés hatasara megemelkedett GST aktivitas az Atgstf9 mutansban a GST-k magas foka
redundancidjaval magyarazhat6, ami mas GST izoenzimek aktivalodasaval a GSH-konjugélo
aktivitds novekedéséhez vezethetett a mutansokban (pl. a hosszatava kisérletekben az
AtGSTU19 és AtGSTU24 gének indukcidjat figyelhettiik meg SA el6kezelés és soOstressz
hatasara is). A novények ¢Eletképessége SA kezelés soran a vad tipusti¢hoz hasonlo volt
viszont séstressz soran nagyobb csokkenést figyeltliink meg a mutansokban mint a vad

tipusban, ami arra utal, hogy az AtGSTF9 a sostressz sordn jatszik fontosabb szerepet.

Az AtGSTF9 mellett az AtGSTU19 is azok a GST-k ko6zé tartozik, amelyek indukciojat
szamos fejlodési €s stresszfolyamat soran leirtdk ludfiiben. Az AtGSTU19 gén fontos szerepet
jatszik a patogének elleni védekezésben (Cartieaux ¢és mtsai. 2008), szeneszcencia
folyamatédban (Gepstein és mtsai. 2003), vizhidnyos allapot soran (Bray 2002), de szerepet
jatszhat a hajtas fejlodésében (Che és mitsai. 2002), sejtciklus szabalyozasdban (Menges ¢és
mtsai. 2002) és a jarulékos gyokérfejlodésben (Sorin és mtsai. 2006). Az Atgstul9
mutansokban kontroll koriilmények kozott alacsonyabb GST aktivitdst mértiink, ami s6- és
SA kezelés hatasara sem emelkedett meg, ellentétben a vad tipust ludfii novényekkel. Ez az
eredmény arra utal, hogy az AtGSTUI19 gén jelentds részét adja a CDNB szubsztrattal
szemben mérhetd GST aktivitasnak. Az AtGSTU19 RNS ¢és protein szintjének indukciojat
kimutattak herbicidek és herbicid antidotumok hatésara (benoxacor, fenclorim, fluxofenim)
(DeRidder és mtsai. 2002). AtGSTU19::GFP transzgénikus ludfli vonalban kimutattak, hogy
benoxacor alkalmazasa soran a csirandvény minden szervében indukalodik az AtGSTU19, de
leginkabb gydkérben nd meg az expresszioja (DeRidder és Goldsbrough 2006). Az abiotikus
stressz soran gyakran masodlagos stresszhatasként jelentkezd oxidativ stressz kovetkeztében
megemelkedik a sejtekben a lipidperoxidacio. Az AtGSTU19 indukcidja a herbicidek hatasara
a detoxifikalé folyamatokban jatszott szerepére utal. Ezt az eredményt erdsiti az AtGSTU19
protein indukcidja s6-, 0zmotikus-, ho- és Cd stressz soran (Ndimba és mtsai. 2005, Sarry és
mtsai. 2006, Lee ¢és mtsai. 2009). Detoxifikacioban betdltott szerepe magyarazhatja az
Atgstul9 mutansokban megfigyelt nagyobb mértékii életképesség csokkenést a vad tipushoz
viszonyitva rovid tava so- és SA kezelések hatasara. Emellett az Atgstul9 muténsok két hetes

sO- €s SA kezelés hatasara szignifikansan alacsonyabb gyokérhosszal rendelkeztek a vad
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tipushoz képest, ami a hidropdnikus kisérleteink eredményeihez hasonloan az AtGSTU19

hosszabb tavu stresszvalaszban betdltott szerepére utal.
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7. Osszefoglalas

Kisérleteink soran a ladfii és paradicsom novények SA eldkezelést kovetd sostressz

akklimatizacioban résztvevo egyes elemeit vizsgaltuk és a kovetkezé fobb megfigyeléseket

tettiik:

Arabidopsis thaliana L. novényen végzett hosszatavu kisérletekben:

1.

2.

3.

A széles koncentracid tartomanyban alkalmazott SA (10°-10" M) a szakirodalomnak
megfeleléen koncentraciofiiggd moddon hatottak a ladfii novények hajtas és
gyokérnovekedésére. Minden SA koncentracio Serkentette a hajtas ndvekedését,
elokezelések bizonyultak leghatékonyabbnak a novekedésgatlas kivédésében. A SA
kezelések befolyasoltak a Na és K elemtartalmakat levélben és gyokérben, és
eldsegitették a késdbb alkalmazott sostressz esetén a K felvételét, gyokérben
csokkentették a Na akkumulaciot, levélben viszont a Na akkumulaldédasat serkentették.
10° és 10° M SA kezelés hatasira nétt a K/Na ardny a gyokerekben, ami
hozzéjarulhatott a ndvekedés fenntartasahoz. Emellett a SA eldkezelés csokkentette a
H,0; és MDA akkumulaciét ludfiiben. ,,Priming” hatésa a 10° M SA koncentracidénak
volt, amely segitett megdrizni a novények nodvekedését soOstressz sordn, ami

kulcsfontossagu szerepet tolt be a sikeresebb akklimatizacidban.

Az antioxidans enzimek miikodésével kapcsolatban megallapithatd, hogy a KAT
aktivitds gyokérben ¢€s levélben egyarant csokkent, a SOD aktivitasa a kontrollhoz
hasonlé szinten tartottdk, és a POD aktivitdsat gydkérben a 10° és 10° M SA
kezelések megemelték. A kiilonb6zé SA koncentraciok eltéré modon hatottak a
sostresszre adott antioxidans valaszra. A 10° és 10° M SA el8kezelés sokezelés
hatasara még inkabb megemelte a POD aktivitasat gyokérben, levélben pedig nétt a
SOD aktivitasa. Eredményeink arra utalnak, hogy a magasabb POD ¢és/vagy SOD
aktivitas a SA eldkezelt novényekben hozzajarult a megemelkedett sostressz

akklimatizaciohoz, féként a 10 és 10° M SA elékezelt 1adfii novényekben.

A SA eldkezelések koncentraciofiiggé modon megemelték a GST és GPOX aktivitast
ladfiiben, és 10° M SA alkalmazasa el8segitette sostressz soran a GST és GPOX
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aktivitasok tovabbi emelkedését, ellentétben az eldkezelés nélkiil alkalmazott
sokezelés hatdsaval, ahol a GPOX aktivitasa csokkent. A tovabbi vizsgalatokra
kivéalasztott AtGSTU19 és AtGSTU24 gének transzkript szintjének emelkedése
legalabb részben eredményezhette a GST ¢és GPOX aktivitasokban tapasztalt

indukciot.

Arabidopsis thaliana L. GST mutans novényeken végzett rovid tava kisérletekben:

4. Az Arabidopsis inszerciés mutans csirandvényeken alkalmazott sostressz és SA

kezelés soran a GST aktivitasban és a gyokérnovekedésben megfigyelhetd
kiilonbségek arra utalnak, hogy mindkét AtGST szerepet jatszik a magas so- €s SA
koncentraciok altal indukalt folyamatokban. A gyokérndvekedésben mért csokkenés a
mutansokban az AtGSTU19 és AtGSTF9 izoenzimek a sostressz valaszban betoltott
pozitiv szerepére utalnak, feltehetden azaltal, hogy szabalyozzak a detoxifikalod
folyamatokat és ezzel a sejtek homeosztazisanak fenntartasat segitik eld, és végsd

soron elosegitik a novények novekedését.

Solanum lycopersicum Mill. L. cvar. Rio Fuego novényeken végzett kisérletekben:

5.

6.

A SA ,priming” a paradicsom novényekben is megemelte a GST és GPOX aktivitasat
a sostressz utan. Az SIGSTF4 és SLGSTU26 expresszidja a levélben, az SIGSTT2,
SIGSTZ2 és SIGSTL3 kifejezddése a gydkérben emelkedett meg, igy elképzelhetd,
hogy ezen gének termékei hozzajarulhattak a magasabb GST és GPOX aktivitasokhoz

¢s fontosak a megnovekedett stressztolerancia kialakitasaban.

Az ABS szintjében kordbban megfigyelt valtozasok részben magyardzhatdak az AO
aktivitasaban és az ABS bioszintézis gének kifejez0désében tapasztalt kiilonbségekkel.
Az elokezelések sordan a SA indukalta az ABS bioszintézis gének expressziojat, foként
a gydkérben, azonban csak a 10* M SA koncentracié indukalta a hormon levélben
represszidja és az AO aktivitds gatlasa a 10* M SA elBkezelt mintdkban nem
akadalyozta meg az ABS kontroll szint felett tartasat (Szepesi és mtsai. 2009). Ezek

alapjan feltételezziik, hogy a ,,priming” hatasara az ABS lebontas is gatlodik. Azt a
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kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy a paradicsom névények SA-val kivaltott ,,priming”-
ja Osszetett folyamat, ami az ABS akkumulacié szabalyozasan tul mas SA- és ABS

jelatvitel fiiggd folyamatokat is magaba foglalhat.

Bar a két novényfaj ndvekedésére a ,,priming”-ot kivaltd SA eldkezelés kiilonbdzden
hatott (paradicsomban a 10 M csokkentette, ludfiiben a 10° M SA koncentracié
fokozta), a sostressz soran mindkét fajra a nagyobb gyokér- és hajtashossz volt
jellemzd, ami legalabb részben a hasonld Na- és K elemtartalombeli valtozasoknak
tudhat6 be (a paradicsomban mért K és Na tartalmak Szepesi és mtsai. 2009-€s
cikkében szerepelnek). Az elékezelések a paradicsomban leirtakhoz (Gémes és mtsai.
2011) hasonldan csokkentették a H,O, és MDA akkumulaciot ludfiiben is. Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy a SA-szabalyozasa alatt 4116 akklimatizacié a ROS- és
peroxid detoxifikald enzimek aktivitdsdnak szabalyozasan keresztiil képes a sostressz
okozta oxidativ karosodas csokkentésére. Ebben a folyamatban az antioxidans
enzimek és a GST-k is fontos szerepet toltenek be paradicsomban (Tari és mtsai. 2015,
Szepesi és mtsai. 2008) és ludfiiben egyarant. Mindkét ndvényfajban megemelkedett a
GST ¢s GPOX enzimek aktivitasa és specifikus mintdzatot mutatott a GST gének
transzkript szintje a ,,priming”-ot kdvetd sostressz utan. Mindkét fajban azonositottunk
olyan GST géneket, amelyek indukciét mutattak ,,priming” soran, igy arra
kovetkeztethetiink, hogy az enzimaktivitdsokban mért valtozdsok egy része nagy
valoszinliséggel a kulcsfontossagu  detoxifikdld enzimek génexpressziojanak

valtozasaval magyarazhatok.

crer

hogy a génexpresszid komplex szabdlyozas alatt all és egyértelmli Osszefliggést
bizonyos elemek el6fordulasa és az expresszid szabalyozasa kzott nem talaltunk. Az
igy a gének hasonlosaga alapjan nem lehet altalanos kovetkeztetéseket levonni a
kiilonbdz6 novényfajokban megfigyelheté expresszios mintazat alakulasara

vonatkozoan.
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8. Summary

In our experiments we studied certain components of Arabidopsis and tomato plants which

took part in salt stress acclimation following salicylic acid (SA) pre-treatment and based on

our results we can summarise:

In Arabidopsis thaliana L. plants during the long-term experiments we found:

1.

2.

3.

A wide range of SA concentrations (10°-10° M), similarly to data in the literature,
affected the shoot and root growth of Arabidopsis plants on a concentration dependent
manner. SA stimulated the growth of shoots, and pre-treatment with higher (10° and
10 M SA) concentrations proved to be effective in preventing the growth inhibition
under salt conditions. SA treatments affected the content of Na and K elements in
leaves and roots, and during salt stress SA pre-treatment facilitated the uptake of K,
reduced the Na accumulation of roots, however it induced the Na accumulation in
leaves. The 10° and 10° M SA elevated the K/Na ratio in roots which could
contribute to root growth. Furthermore, the SA pre-treatment reduced the H,O, and
malondialdehyde (MDA) contents in Arabidopsis. As a result, the 10° M SA pre-
treatment was able to induce priming and it improved the growth of plants during salt

stress which plays a key role in successful acclimation.

We found that the antioxidant catalase (CAT) enzyme activity decreased in roots and
leaves, superoxide dismutase (SOD) activity was on control level and guaiacol
peroxidase (POD) activity increased in roots of 10 and 10 M SA treated plants. SA
concentrations affected the response of antioxidant enzymes during salt stress in
different ways. Salt treatment enhanced the POD activity in the roots and induced the
SOD activity in leaves of 10° and 10° M SA pre-treated plants. Our results indicate
that the higher POD and/or SOD activities in SA pre-treated plants are part of the
increased salt acclimation, in 10° and 10° M SA pre-treated Arabidopsis plants.

SA induced the glutathione transferase (GST) and glutathione peroxidase (GPOX)
activities in Arabidopsis plants, and 10° M SA promoted the further elevation of GST

and GPOX activities in contrast to salt stress which decreased the GPOX activity. The
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induction of GST and GPOX activities could be at least partially the results of the
induced expression of AtGSTU19 and AtGSTUZ24 genes.

Results of short-term experiments of GST mutant Arabidopsis thaliana L. plants:

4. Salt- and SA treatment of Arabidopsis GST-insertional mutant seedlings induced

changes in the GST activities and root growth from which we may assume that both of
the investigated AtGSTs play a role in response to high salinity- and SA. The
reduction of root growth in the mutants refers to the positive role of AtGSTU19 and
AtGSTF9 isoenzymes in the salt stress response, probably through the regulation of
detoxifying processes and this way favours the maintenance of cell homeostasis and
the growth of plants.

The main results of the experiments carried out on Solanum lycopersicum Mill. L. cvar. Rio

Fuego plants:

5.

6.

Priming with 10 M SA pre-treatment of tomato plants also induced the GST and
GPOX activities after one week of salt stress. The expression of SIGSTF4 and
SIGSTU26 genes in leaves and the transcript level of SIGSTT2, SIGSTZ2 and SIGSTL3
genes in roots increased, thus these genes could contribute to the elevated GST and
GPOX activities and may be important in the induction of elevated salt tolerance.

The changes detected in the levels of abscisic acid (ABA) could be explained by the
different result of the different aldehyde oxidase (AO) activities and the changes
detected in the expression of ABA biosynthesis genes. SA induced the ABA
biosynthesis gene expression during the pre-treatment period, mainly in roots, but only
the 10 M SA concentration induced the accumulation of ABA in leaves. Although
ABA biosynthetic genes were down-regulated or the AO activity was inhibited in 10™
M SA pre-treated plants under salt stress, the ABA level was kept over the untreated
control (Szepesi et al. 2009). These results suggest a reduced ABA degradation in
hardened plants. It can be concluded that priming of tomato with SA against salt stress
injury is a complex phenomenon, which along with fine tuning of the accumulation of

ABA comprises other SA- and ABA signalling-dependent processes.
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7. Although the SA-induced priming affected differently the growth of the two
investigated plant species (in tomato the 10 M SA decreased, in Arabidopsis 10° M
SA concentration enhanced it), during salt stress both species had longer roots and
shoots, which could be explained at least partially with the similar changes detected in
the Na and K contents (the K and Na contents of tomato was published earlier in
Szepesi et al. 2009). The pre-treatments reduced the accumulation of H,O, and MDA
in Arabidopsis, similarly to that of detected in tomato (Gémes et al. 2011). These
results suggest that SA-mediated acclimation can reduce oxidative damage caused by
salt stress through modulating activities of some of the key ROS- and peroxide
detoxifying enzymes. In this process the antioxidant enzymes and the GSTs play
important role both in tomato (Szepesi et al. 2009, Tari et al. 2015) and in
Arabidopsis. After the priming, the GST and GPOX activities increased in both plant
species and the GST gene transcript levels had a specific pattern during the subsequent
salt stress. GST genes with induced expression during the priming were identified both
in tomato and Arabidopsis, thus it could be concluded that at least some of the
alterations in enzyme activities are derived from modulation of transcriptional control

of key detoxification genes.

8. The investigation of 5° promoter region of GST genes revealed that the gene
expression is under complex regulation, and clear correlations between the presence of
certain elements and the regulation of the expression were not found. The regulatory
elements of promoter region of ortholog sequences can easily vary, thus the
similarities of the genes are not sufficient to make a general conclusion about the

pattern of gene expression in different plant species.
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11. Koszonetnyilvanitas

K6szonom témavezetdm Dr. Csiszar Jolannak, hogy csatlakozhattam a munkacsoporthoz és
szeretném megkOszonni az évek soran nyujtott segitséget, a tanacsait és a bizalmat, hogy
mindig tamogatott és mellettem allt szakmai és emberi vonatkozasban egyarant! Koszonom,
hogy lehetdvé tette a munkam befejezését a Novénybiologiai Tanszéken!

Koszonettel tartatozom Dr. Tari Irma Tandrndnek volt szakvezetdmnek, hogy elinditott a
novényélettani kutatasok Utjan és iranyt mutatott a munkam folytatasahoz a késébbiekben,
pedig mint tanszékvezetd lehetove tette a munkam elvégzését a Novénybiologiai Tanszéken!
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molekularis munka rejtelmeibe és koszonet a tamogatasért és kedvességért, amit az évek
soran kaptam!

Ko6szondm munkacsoportunk jelenlegi és volt tagjainak, Bela Krisztinek, Benyo Daninak és
Brunner Szilvinek a segitséget, amit a munkam elvégzéséhez nyujtottak! Daninak kiilon
koszondm a novényekrdl készitett csodas képeket, Krisztinek pedig, hogy barmikor készen
allt segiteni!
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hangulatban telt napokat!

Ko6szonom az SzBK, Arabidopsis Molekularis Genetikai Csoport valamennyi volt és jelenlegi
munkatarsanak a munkam elvégzéséhez nyujtott segitséget, és hogy rendelkezésiinkre
bocsatottak a kisérletekhez hasznalt Arabidopsis mutans magokat.

Tiszta szivbdl koOszondm csalddomnak az évek soran nyujtott tamogatasukat,
gondoskodasukat ¢és kitartadsukat! Koszonom, hogy mindig mellettem alltatok, biztatok
bennem ¢€s erdt adtatok a munkam elvégzéséhez!
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Mellékletek

1. melléklet: Hét hetes kontroll (0 M SA) és 10 M SA kezelt ndvények két héttel a SA
elokezelés megkezdése utan.
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2. melléklet: Ludfii novényeken végzet QRT-PCR vizsgalatokban alkalmazott primer parok.

A 1udfti gén neve

A dolgozatban
hasznalt rovidités

Ludfii genomban
talalhat6 10kusz
azonositoja

Primer par szekvenciaja (5’-3”)

Glutation transzferaz
phi 8

Glutation transzferaz
phi 9

Glutation transzferaz
tau 19

Glutation transzferaz
tau 24

Glutation transzferaz
tau 25

18S riboszomalis
RNS

Aktin 2/8 gén

AtGSTF8

AtGSTF9

AtGSTU19

AtGSTU24

AtGSTU25

18S rRNS

aktin2

At2g47730
At2g30860
At1g78380
At1g17170
At1g17180
At3g41768

At2g01010
At3g18780

ATOTAOTOTDT DT DT

ACGGTGATTTGACGCTTTTC
GGTTGCCTTGACTTTCTTGC
GGGAAAACCGTTGAAGACAG
ATGACTGATGCGAACATTATG
ATGATGCTCAGAGGAAGGTG
ATAGCCAAAGTCATCGCCAC
AAGGTGAGGAGCAAGAAGCA
ACATACCCAAAAGTTTCGTCTC
AGCAAAACCCCACTTCTTCC
CTCCCCAAATCAACCTCGC
ATACGTGCAACAAACCC
CTACCTCCCCGTGTCA
GGTAACATTGTGCTCAGTGGTGG

AACGACCTTAATCTTCATGCTGC
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3. melléklet: Paradicsom novényeken végzet QRT-PCR vizsgalatokban alkalmazott primer

parok.
A gén neve A dolgozatban  Paradicsom Primer par szekvenciaja (5’-37)
hasznalt genomban
rovidités talalhato lokusz
azonositoja

Zeaxantin epoxidaz SIZEP Solyc02g090890 F:  GAAGAGGTCGTGTTACATTGC

R: TGCTTTTTCAAGTTCCAGTGC
9-cisz-epoxikarotinoid  SINCED1 Solyc07g056570 F:  ACATAATAGGCAAAGTCTCA
dioxigenaz 1 R: GTTGAAGAAGAAGAGGAGTT
Karotinoid hasito SICCD 1B Solyc01g087260 F: CCGATGAAACTCCTCCACTT
dioxigenaz 1B R: GCCATCTCCATCAAACCAAT
Karotinoid hasito SICCD 1A Solyc01g087250 F: GGGAGGAGGGAGATGAAGTC
dioxigenaz 1A R: TCTAGGTCTGGGTTCACAAGG
Aldehid oxidaz 1 SIAO1 Solyc11g071620 F: CCAGGCACAAACACAATCAA

R: GTCGTAAATAATATCAGACTG
Aldehid oxidaz 2 SIAO2 Solyc01g088170 F: TTCCAGACGAAGACAACTGC

R: GACAAGTGGCAATCACACGA
Aldehid oxidaz 3 SIAO3 Solyc11g071600 F:  AGTTGGCAGTGTCCTCAAGC

R: GACTTCATACACGATTGGCACT
Glutation transzferaz SIGSTU6 Solyc01g099590 F: CTCGTTTTGTTGATGGCAAG
tau 6 R: TCCCTCTGCTTTTGTTTCTCC
Glutation transzferaz SIGSTU23 Solyc07g056470 F: GGTGATTTTGTTGGATTTTTGG
tau 23 R: AGCAGAGGGCTTTTGTTCG
Glutation transzferaz SIGSTU24 Solyc07g056480 F: TTGCGAGTCTATTATTGGAGTTGA
tau 24 (BI-GST) R: GGATCAGAAGGGAGGAAAGG
Glutation transzferaz SIGSTU26 Solyc07g056500 F: TGCTAGGTTTTGGGCTGATT
tau 26 R: TTGGCTGTTTTGTGCTCTTC
Glutation transzferaz SIGSTF4 Solyc09g074850 F: CGTGTGAGTGTATGGTGTGCT
phi 4 R: CATCTTCTCCAACCCCTTCA
Glutation transzferaz SIGSTF5 Solyc129094430 F: CCGATCTCTCTCACCTTCCA
phi 5 R: TGCTCTGTCTGTCCCGTTC
Glutation transzferaz SIGSTZ2 Solyc01g102660 F: CACATTGGTGGATGGAGATG
zéta 2 R: ATGCTCGCTGGGGATACTT
Glutation transzferaz SIGSTT2 Solyc08g080900 F: GGTGAGTTCGTCGGAGTTAATTT
théta 2 R: CGAGAAGGTTGGGACATACG
Dehidroaszkorbat SIDHAR?2 Solyc05g054760 F: TTCCTACCTTCGTCTCATTTCTG
reduktaz 2 R: AACAAACATTCTGCCCATTGA
Dehidroaszkorbat SIDHARS Solyc11g011250 F: GGTGCCAGATTCAGATGTCA
reduktaz 5 R: CGGAGTCTTTGCTTTTCAGG
Glutation transzferaz SIGSTL3 Solyc10g084400 F: GTGCCCTCTCTGGAACACA
lambda 3 R:  AACGGACCCTCAAAGTTGC
Elongacids factor la EFla Solyc06g005060 F: GGAACTTGAGAAGGAGCCTAAG
alegysége R: CAACACCAACAGCAACAGTCT
Glicerinaldehid-3- GAPDH Solyc059014470 F:  ACAACTTAACGGCAAATTGACTGG

R:

foszfat dehidrogenaz

TTACCCTCTGATTCCTCCTTGATTG

107



80T

crcr

crer

Kapcsolédo Motivum Gén neve Pozicié Szekvencia A motivum varhat6 Hivatkozas
fejlodési magyar neve funkcioja
allapot/ (angol név)
kornyezeti
hatas
5UTR Py- AtGSTF8 731 (-) TTTCTTCTCT magas transzkript szintet biztositd Daraselia és mtsai.
gazdag cisz-hat6 elem 1996
. motivum AtGSTF9 120 (-) TTTCTTCTCT
Gyakaori cisz- (GUTRPy-rich ~ AtGSTU19 854 (+) TTTCTTCTCT
hato elem/ stretch) AtGSTU25 1092 (-) TTTCTTCTCT
enhanszer motif | AtGSTF9 1356 (-) gGTACGTGGCG cisz-hat6 szabalyozo elem, gyokér Salinas és mtsai.
specifikus 1992
AC-I AtGSTF9 360 (+), 445 (+) CCCACCTACC megemelt xilém és alacsony floém Hatton és mtsai.
kifejez6dést biztositd elem; 1995
sziromlevél kifejezddést fokozo
AC-II AtGSTF9 444 (+),1329 (+) (CITM)T(T/C)(CIT)(A/ megemelt xilém és alacsony floém Hatton és mtsai.
C)(A/IC)C(A/IC)A(A/  Kkifejezddést biztositd elem; 1995
C)C(C/A)(C/AC sziromlevél kifejezédést fokozo
CAT-doboz AtGSTU24 403,986 (-) GCCACT merisztémaban val6 kifejez6déshez Meshi és mtsai.
Fejlodés/ (CAT-box) kapcsolt cisz-hato szabalyozo elem 2000
merisztéma AtGSTU25 883 () GCCACT
kapcsolt HD-Zip 1 AtGSTU19 669 (+) CAAT(AIT)ATTG paliszad mezofillum sejtek Harris és mtsai.
differencialodasaban részt vevo elem 2011
HD-Zip 2 AtGSTU19 669 (+) CAAT(G/IC)ATTG a levél morfologia kialakulas Harris és mtsai.
szabalyozasaban részt vevo elem 2011
TCCACCT-  AtGSTF9 445 (+) TCCACCT -
motivum AtGSTU19 753 (+) TCCACCT
(TCCACCT-

motif)
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AAGAA- AtGSTF8 883 (+) GAAAGAA magspecifikus kifejez6déshez Bruce ¢és mtsai.
motivum kapcsolt cisz-hat6 elem 1991
(AAGAA- AtGSTF9 1488 (+) GAAAGAA
motif) AtGSTU24 1289, 1293 (+) GAAAGAA
OZ-her AtGSTF8 1004 (+) GATGACATGG a zein anyagcsere szabalyozasaban Lefévre és mtsai.
(O2-site) résztvevo Cisz-hat szabalyoz6 elem 2002
AtGSTF9 899 (+) GATGACATGG
AtGSTUL9  35(+) GATGACATGA
639 (+) GTTGACGTGA
649 (-) GATGATGTGG
Mag fejlédés Skn- AtGSTF8 382 (-), 828 (-), GTCAT endospermium kifejezédéshez Washida és mtsai.
1 motivum 1005 (-),1357(-) sziikséges Cisz-hat6 szabalyozo6 elem 1999
- 354 (+), 783 (+),
1286 (+)
AtGSTU19  36(-), 555 () GTCAT
AtGSTU24 160 (+) GTCAT
AtGSTU25 483,790 (+) GTCAT
TATCCAT/C AtGSTFS8 105 (+) TATCCAT cisz-hat6 szabalyozo elem Lu és mtsai. 1998
-motivum AtGSTF9 905 (-) TATCCAT
(TAI)CCAT/C- AtGSTU24  181() TATCCAT
moti
TGA-doboz AtGSTFS 1006 (+) TGACGTGGC auxin valasz elem része Liu és mtsai. 1994
(TGA-box) AGSTF9  70() TGACGTAA
AtGSTUL19 676(+),1338(+) TGACGTAA
TGA-elem AtGSTU19 1344 (+) AACGAC auxin valasz elem Schindler és mtsai.
(TGA-element) 1992
) AtGSTU25 610 (-) AACGAC
Hormon valasz CGTCA- AtGSTFS8 784 (+),383 (-), CGTCA MeJA valaszban résztvevo Cisz-hatd Rouster és mtsai.
motivum 835 (-),1006 (-), szabalyozé elem 1997
(CGTCA-motif) 1358 (-), 1436 (-)
AtGSTF9 73 (+), 614 (+) CGTCA
AtGSTU19 652,913 (+), CGTCA
676, 1338 (-)
AtGSTU24 976 (-) CGTCA



0Tt

AtGSTU25 789 (+),264(-), CGTCA
1226 (-)
TGACG- AtGSTFS 383 (+),835(+), TGACG MeJA valaszban résztvevo Cisz-hatdé  Rouster és mtsai.
motivum 1006 (+), 1358 szabalyoz6 elem 1997
(TGACG-motif) (+), 1436 (+),
784 (-)
AtGSTF9 73(-), 614 () TGACG
AtGSTU19 676, 1338 (+), TGACG
652, 913 (-)
AtGSTU24 976 (+) TGACG
AtGSTU25 264, 1226 (+), TGACG
789 (-)
Hormon valasz ERE AtGSTFS8 1264 (+) ATTTCAAA etilén valasz elem Ohme-Takagi és
mtsai. 1995
AtGSTU24 84 () ATTTCAAA
GARE- AtGSTF8 596 (+) AAACAGA gibberellin valasz elem
motivum AtGSTF9 1121 (-) TCTGTTG Sutliff és mtsai.
(GARE-motif) 1993
AtGSTU19 1223(5) TCTGTTG
AtGSTU24 7 (%), 1098 (+) TCTGTTG
785 (-) AAACAGA
AtGSTU25  2(+) TCTGTTG
P-doboz AtGSTU24 1283 (-) CCTTTTG gibberellin valasz elem Kim és mtsai. 1992
(P-box)
TCA-elem AtGSTFS8 919 (+), 1151 (+) CAGAAAAGGA szalicilsav valaszban résztvevé cisz-  Goldsbrough és
(TCA-element) 1421 (-) GAGAAGAATA hat6 elem (tobb mint egy) mtsai. 1993
AtGSTF9 471 (+), 1400 (+) CCATCTTTTT
513 (+) CAGAAAAGGA
AtGSTU25 333 (+) GAGAAGAATA
ABRE AtGSTFS8 1008 (+) ACGTGGC abszcizinsav valaszban résztvevo Hobo és mtsai. 1999
AtGSTF9 1357 (-) ACGTGGC cisz-hat6 elem
1367 (-) GACACGTGGC
AtGSTU19 52 (+) GCAACGTGTC
54 (+) TACGTG
Abiotikus/ ARE AtGSTF8 1210 (+),289(-) TGGTTT anaerob indukcidban esszencialis Walker és mtsai.

Biotikus stressz cisz-hat6 szabélyozo elem 1987
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Abiotikus/
Biotikus stressz

HSE
LTR

MBS

TC-gazdag

1smétlodések

(TCA-rich
repeats)

Box-W1

EIRE
ELI-box3

W doboz
(W box)

AtGSTF9
AtGSTU19
AtGSTU24

AtGSTU19

AtGSTF9
AtGSTU19
AtGSTU24
AtGSTF8

AtGSTU19
AtGSTU24

AtGSTF8
AtGSTF9

AtGSTU19
AtGSTU24

AtGSTU25
AtGSTF9

AtGSTU19
AtGSTU25
AtGSTU25

AtGSTF8

AtGSTF9
AtGSTU19

AtGSTU25

461 ()
1070 (+)

397, 665 (+),
510 (-)
1462 (+)

1259 (+)
902 (+)
778 (+)
1174 (-)

313, 724, 972 (-)

1081 (+)

269 (+), 1335
(+),

775 (-)

853 (-)

422 (+)

161 (-), 875 (+)
977 (+)

667 (+), 334
1293 (-)

512 (-)

841 (+), 916 (+)
1078 (-), 1220 (-)
1407 (+), 917 ()

326 ()

1207 (-)

841 (+), 916 (+)

1078, 1220 (-)

1407 (+), 917 (°)

TGGTTT
TGGTTT
TGGTTT

AAAAAATTTC

CCGAAA
CCGAAA
CCGAAA
TAACTG

TAACTG
CAACTG
CAACTG

CGGTCA
ATTTTCTTCA

ATTCTCTAAC

ATTTTCTTCA
GTTTTCTTAC
GTTTTCTTAC

ATTTTCTCCA
TTGACC
TTGACC
TTGACC
TTCGACC

AAACCAATT

TTGACC
TTGACC

TTGACC

héstressz valaszban résztvevd cisz-
hat6 elem

alacsony homérséklet valaszban
résztvevd cisz-hatd elem

Szarazsag indukalhatosagban
résztvevé MYB kotohely

védekezésben és stresszvalaszban
résztvevo cisz-hat6 elem

Gomba elicitor valasz elem

elicitor valasz elem
elicitor valasz elem
védekezési-, sebzés- és patogén

valasz. WRKY tipust transzkripcios
faktort kot

Gurley és Key 1991

Dunn és mtsai. 1998

Yamaguchi-
Shinozaki és
Shinozaki 1994

Itzhaki és Woodson
1993

Du és Chen 2000

Fukuda és Shinshi
1994

Gough és mtsai.
1995

Yu és mtsai. 2001
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Fényvalasz/
cirkadian

3-AF1 koto

hely

(3-AF1 binding
site)
AE-doboz
(AE-box)

ACE

AT1-
motivum
(AT1- motif)
ATCT-
motivum

(ATCT- motif)

Box 4

Box |

Box Il

AtGSTU19

AtGSTU24

AtGSTU25
AtGSTF9

AtGSTU24
AtGSTU25
AtGSTU25

AtGSTF8

AtGSTF9
AtGSTU24
AtGSTU25

AtGSTF9

AtGSTU19
AtGSTU25

AtGSTF8

AtGSTF9
AtGSTU19
AtGSTU24

AtGSTU24

1463 ()

103 (+)
937 (+)

110 (+), 1080 (+)

820 (-)

419 (+)
1257 (+)
1028 (+)

1258 (+), 612 (-)

331 (+), 861 (+)

686 (-)

71 (-), 216 ()
1306 (-)

84 (+), 243 (+),
1204 (+)

461 (+), 933 (+)

154, 733, 941,
1051 (+)
1265 (+)

1053 (+)
471 (+)

36, 84, 386, 1027

()
641 (+)

AAGAGATATTT

AGAAACTT
AGAAACAA
AGAAACTT

AAAACGTTTA

AAAACGTTTA
AAAACGTTTA
ATTAATTTTACA

AATCTAATCT

TCTTAC
AATCTAATCT

AATCTAATCT
AATCTGATCG
ATTAAT

ATTAAT
ATTAAT

TTTCAAA

TTTCAAA
TTTCAAA
TTTCAAA

TGGTAATAA

fényvalasz elem

fényvalaszt szabalyozo rész

fényvalaszban résztvevé cisz-hatd
elem

fényvalaszt szabalyozo rész

fényvalaszban résztvevd konzervativ
DNS szabalyozé rész

fényvalaszban résztvevd konzervativ
DNS szabalyoz6 rész

fényvalasz elem

fényvalasz elem része

Lam és mtsai. 1990

Park és mtsai. 1996

Feldbrugge és mtsai.
1996

Datta és Cashmore
1989

Argiiello-Astorga és
Herrera-Estrella
1996

Argiiello-Astorga és
Herrera-Estrella
1996

Block és mtsai.
1990

Green és mtsai.
1988
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Fényvalasz/
cirkadian

Box Il

CATT-
motivum
(CATT-motif)
chs-CMA2b

G-doboz
(G-box)

GA-motivum

(GA-motif)

GAG-

motivum
(GAG-motif)

GT1-

motivum
(GT1-motif)

I-doboz
(1-box)

AtGSTF9
AtGSTU24

AtGSTF8

AtGSTF8
AtGSTF9

AtGSTU19

AtGSTU25
AtGSTF9

AtGSTF8

AtGSTF9
AtGSTF8

AtGSTF9
AtGSTU25
AtGSTF8

AtGSTU19

318 (+)

263, 624 ()

208 (+)

1006 (+)

1007 (-), 1362 (-)

385 (+)

429 (+), 1324
(+), 1359 (+)
1423 (-)

54 (+)

650 (+)

822 (+)

52 (-)

54 (-)

59 ()

738 (-)

1328 (+)
186 (+)

926 (+)
814 (-)

1390 ()
1168 (+)

1458 (-)
436 (-)
102 ()

231 (+)
442 (+)

CATTTACACT

GCATTC

GAACCTACACAC

TGACGTGG
CACGTC
GACATGTGGT
CACGTT

CACGA
TACGTG
CACGTC
CACGTT
GACACGTAGT
CACGTA
CACGAC
CACGTT
CACGTT

ATAGATAA

AGAGAGT
GGAGATG

AGAGAGT
GGTTAA

GGTTAA
GGTTAA
GATATGG

cCATATCCAAT
CTCTTATGCT

fény-valaszban résztvevd protein

ko6t6 hely
fényvalasz elem része

fényvalasz elem része

fényvalaszban résztvevo cisz-hato

elem

fényvalasz elem része

fényvalasz elem része

fényvalasz elem

fényvalasz elem része

Green ¢s mtsai.
1988
Argiiello-Astorga és
Herrera-Estrella
1996

Argiiello-Astorga és
Herrera-Estrella
1996

Donald és mtsai.
1990

Argiiello-Astorga és
Herrera-Estrella
1996
Argiiello-Astorga és
Herrera-Estrella
1996

Vauterin és mtsai.
1999

Donald és mtsai.
1990
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Fényvalasz/
cirkadian

LAMP-elem
(LAMP-
element)
L-doboz
(L-box)
MNF1

MRE

Pc-CMAZ2a

Spl

TCT-

motivum
(TCT-motif)

TGG-
motivum
(TGG-motif)
cirkadian
(circadian)

AtGSTU25

AtGSTF9

AtGSTU25

AtGSTF8
AtGSTU24

AtGSTU25
AtGSTF9

AtGSTF8
AtGSTF9

AtGSTU24
AtGSTU19

AtGSTU25
AtGSTU25

AtGSTF8
AtGSTU19

AtGSTU24
AtGSTU25

210 (-)

360(+)

1323 ()

565 (+), 678 (-)
1182 (+), 30 (-)

747 (-)
831 (")

1()
984 (-)

174 (-)
981 (+), 19 ()

545 (+)
162 (+)

22 (+), 348 (+)
989, 1430 (+),
383 ()

211 ()

1462 (+)

CTTTATCA

CTCACCTACCAA

GTGCCC(AIT)(AIT)

AACCTAA
AACCTAA

AACCTAA

CAACCAATGAAA
A

GGGCGG
CC(G/A)CCC

CC(G/A)CCC
TCTTAC

TCTTAC
GGTTGCCA

CAANNNNATC
CAANNNNATC

CAANNNNATC
CAAAGATATC

fényvalasz elem része

fényvalasz elem része

fényvalasz elem

fényvalaszban résztvevé MYB kot
hely

fényvalasz elem része

fényvalasz elem

fényvalasz elem része

fényvalasz elem része

a crikadian szabalyozasaban
résztvevd Cisz-hatd szabalyozo elem

Grob és mtsai. 1987

Grandbastien és
mtsai. 1986

Yanagisawa és
mtsai. 1990

Feldbrugge és mtsai.
1997

Argiiello-Astorga és
Herrera-Estrella
1996

Menkens és mtsai.
1995

Argiiello-Astorga és
Herrera-Estrella
1996

Argiiello-Astorga és

mtsai. 1998

Piechulla és mtsai.
1998




Q1T

doboz és TATA doboz motivumokat nem tartalmazza a tablazat, mivel minden vizsgalt SIGST gén promoter régidjaban megtalalhatoak voltak.

crcr

Kapcsolédo Motivum Gén neve  Pozicié Szekencia A motivum varhat6 Hivatkozas
fejlodési magyar neve funkcidja
allapot/ (angol név)
kornyezeti
hatas
5UTR Py- SIGSTF5 853 (+) TTTCTTCTCT magas transzkript szintet biztosito Daraselia és mtsai.
gazdag cisz-hat6 elem 1996
motivum SIGSTZ2 545 (-), 1054 (-)  TTTCTTCTCT
(SUTRPy-rich  SIGSTL3  773() TTTCTTCTCT
Gyakori cisz- stretch)
hato elem/ A-doboz SIGSTU26 289 (-) CCGTCC =TATA doboz Logemann és mtsai.
enhanszer (A-box) 1995
SIGSTT2 5(%) CCGTCC
TA-gazdag SIGSTU24 1407, 1411,1409 TATATATATATAT enhanszer
régié +) ATATATA
(TA-rich region)
CAT-doboz SIGSTF5 738 (+) GCCACT merisztémaban val6 kifejez6déshez Meshi és mtsai.
(CAT-box) kapcsolt cisz-hato szabalyozo elem 2000
Fejlodés/ SIGSTT2  128(y) GCCACT
merisztéma CCGTCC- SIGSTU26 289 () CCGTCC merisztéma specifikus aktivalashoz Meshi és mtsai.
kapcsolt doboz kapcsolt cisz-hat6 szabalyoz6 elem 2000
(CCGTCC-box) SIGSTT2  5(%) CCGTCC
HD-Zip 1 SIGSTF5 42 (+) CAT(AIT)ATTG paliszad mezofillum sejtek Harris és mtsai.
differencialodasaban részt vevo elem 2011
HD-Zip 2 SIGSTF5 42 (+) CAAT(G/IC)ATTG a levél morfologia kialakulas Harris és mtsai.
szabalyozasaban részt vevo elem 2011
OCT SIGSTT2 486 (-) CGCGGATC merisztéma specifikus aktivalashoz Terada és mtsai.
kapcsolt cisz-hat6 szabalyozo6 elem 1995
OBP-1 hely SIGSTL3 61 (-) TACACTTTTGG cisz-hat6 szabalyozo6 elem Chen és mtsai. 1996

(OBP-1 site)
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Fejlodés/ Novényi AP-  SIGSTU23 1488 (+) CGACCAGG
merisztéma 2-szerl
kapcsolt (Plant_AP-2-
like)
TCCACCT- SIDHAR5  118() TCCACCT
motivum SIGSTL3  1243()) TCCACCT
(TCCACCT-
motif)
AAGAA- SIGSTUG 134 (-) gGTAAAGAAA magspecifikus kifejez6déshez Bruce és mtsai.
motivum 682 (-) GAAAGAA kapcsolt cisz-hat6 elem 1991
(AAGAA- SIGSTU24 665 (+) gGTAAAGAAA
Mag fejlédés motif) 1467 (-) GAAAGAA
SIGSTF4 1053 (+), 1287 (- GAAAGAA
SIGSTF5 )721 ) gGTAAAGAAA
SIDHAR2 279(-) gGTAAAGAAA
SIGSTZ2 777 (-) GAAAGAA
SIGSTL3 287 () GAAAGAA
ATGCAAAT SIGSTU23 104() ATACAAAT TGAGTCA motivumhoz kapcsolodo
motivum SIGSTU24 436, 647 (-) ATACAAAT cisz-hat6 szabalyozo elem
(ATGCAAAT SIGSTU26 1276 (-) ATACAAAT
motif) SIDHAR5 716(-),838()  ATACAAAT
SIGSTZ2 1345 (-) ATACAAAT
SIGSTT2 540 (-) ATACAAAT
SIGSTL3 194 (+),1044 (1) ATACAAAT
GCN4_motiv SIGSTUG6 853 (+) TGAGTCA endospermium-kifejez6désben Wu és mtsai. 1998
um SIGSTU26 541, 676 (+), TGTGTCA résztvevé Cisz-hato szabalyozo elem
(GCN4_motif) 1327 (-)
SIGSTZ2 312 (+) TGTGTCA
SIGSTT2 130 (-) CAAGCCA
283 (-) TGTGTCA
SIGSTL3 90 (+) TGAGTCA
OZ-her SIGSTF4 1442 (-) GATGACATGA a zein anyagcsere szabalyozasaban Lefévre és mtsai.

résztvevé Cisz-hato szabalyozo elem 2002
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(O2-site) SIGSTF5 1123 (+) GTTGACGTGA
SIDHARS5  1475(-) GATGA
(CIT)(AIG)TG(A/G)
Skn- SIGSTUG 174, 597, 856 GTCAT endospermium kifejezédéshez Washida és mtsai.
1 motivum (+), 943,377 (-) sziikséges Cisz-hat6 szabalyozo elem 1999
(Skn-1_motif) SIGSTU23 83,447 (-) GTCAT
- 195, 625 (+)
Mag fejlédés SIGSTU24 152,1345 () GTCAT
SIGSTU26 1201, 1387 (+), GTCAT
1326 (-)
SIGSTF4  78(+),86 (), GTCAT
1255 (+), 934 (-)
SIGSTF5 513 (+) GTCAT
SIDHAR2  544,1392(-) GTCAT
SIDHARS5 151 (-), 925 (+), GTCAT
616 (+)
SIGSTZ2 337, 1314, () GTCAT
SIGSTT2 447 (+), 666 (-) GTCAT
SIGSTL3 79 (-), 1082 (-), GTCAT
8883 (+), 1353(-)
TATCCAT/C SIGSTF4 907 (+) TATCCAT cisz-hat6 szabalyozo elem Lu és mtsai. 1998
-motivum SIDHAR5  10(-), 1278 (+) TATCCAT
(TP%CCAT/C- SIGSTZ2 210,843,599 () TATCCAT
moti
AuxRR-core SIGSTU24 1392 (-) GGTCCAT auxin valaszban résztvevd cisz-hatd Ballas és mtsai.
szabalyozé elem 1993
SIGSTU26 880 (+) GGTCCAT
SIGSTF5  370(+) GGTCCAT
, TGA-elem SIGSTUG6 866 (+) AACGAC auxin valasz elem Schindler és mtsai.
Hormon vélasz (TGA-element) 1000
CGTCA- SIGSTU23 84 (-), 624 (+) CGTCA MelJA valaszban résztvevé cisz-hatdé  Rouster és mtsai.
motivum szabalyoz6 elem 1997
(CGTCA-motif SIGSTU24 1235,1334 () CGTCA
SIGSTU26 1315() CGTCA
SIGSTF4  85(+) CGTCA
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Hormon valasz

TGACG-
motivum

(TGACG-motif)

ERE

GARE-

motivum
(GARE-motif)

P-doboz
(P-box)

TATC-doboz

(TATC-box)
TCA-elem
(TCA-element)

SIGSTL3
SIGSTU23

SIGSTU24
SIGSTU26
SIGSTF4
SIGSTL3
SIGSTUZ23

SIGSTU24
SIGSTZ2
SIGSTT2
SIGSTUZ23

SIGSTU24
SIGSTF4
SIGSTF5
SIGSTZ2
SIGSTT2
SIGSTU24
SIGSTF4
SIDHAR?2
SIGSTL3

SIGSTF5

SIGSTUG

SIGSTU26
SIGSTF4
SIGSTF5
SIGSTZ2
SIGSTT2

1354 (-)
84 (+), 624 (-)

1235, 1334 (+)
1315 (+)

85 (-)

1354 (+)

96, 1138 (+), 111
5(939 (+)

931, 1226 (-)
988 (+)

1070, 1319 (-)

194 (-)

179 (+)

746 (+), 823 (+)
1306 (+), 298 (-)
529 (+), 606 (-)

619 (+)

521 (+)

229 (-)

1305 (-)

1308 (-)
1250 (+)

97 (-), 0143 (+)

1485 (-)
758 (+)
1405 (+)
204, 567 (-)
647 (-)

648 (-)

CGTCA
TGACG

TGACG
TGACG
TGACG
TGACG
ATTTCAAA

ATTTCAAA
ATTTCAAA
ATTTCAAA
AAACAGA

AAACAGA
AAACAGA
AAACAGA
AAACAGA
TCTGTTG
CCTTTTG
CCTTTTG
CCTTTTG

GCCTTTTGAGT
CCTTTTG
TATCCCA

CAGAAAAGGA

CCATCTTTTT
CCATCTTTTT
CAGAAAAGGA
CCATCTTTTT

CAGAAAAGGA
TCAGAAGAGG

MelJA valaszban résztvevé cisz-hato
szabalyoz6 elem

etilén valasz elem

gibberellin valasz elem

gibberellin valasz elem

gibberellin valaszban résztvevé cisz-

hat6 elem

szalicilsav valaszban résztvevd cisz-
hato elem (egynél tobb kdpiaban)

Rouster és mtsai.
1997

Ohme-Takagi és
mtsai. 1995

Sutliff és mtsai.
1993

Kim és mtsai. 1992

Washida és mtsai.
1999
Goldsbrough és
mtsai. 1993
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Hormon valasz ABRE SIGSTU23 700 (-) CGCACGTGTC abszcizinsav valaszban résztvevo Hobo ¢s mtsai. 1999
1022 (+) cisz-hat6 elem
SIGSTU24 952 (+) CACGTG
1309 (+)
SIGSTF5 1080(+) CACGTG
1126 (+) TACGTG
SIGSTT2  1352(+) TACGTG
SIGSTL3 1054 (+) TACGTG
ARE SIGSTU6  482(-), 1023 (+) TGGTTT anaerob indukcidban esszencialis Walker és mtsai.
Cisz-hat6 szabalyozé elem 1987
SIGSTU23 1047 (-) TGGTTT
Abiotikus SIGSTU26 1310 (+) TGGTTT
stressz SIGSTF4 165, 1223 (+) TGGTTT
SIGSTF5  337(+) TGGTTT
SIDHAR5  645(+) TGGTTT
SIGSTT2 47,299 (-) TGGTTT
SIGSTZ2 697 (+) TGGTTT
HSE SIGSTUG 459 (-) AAAAAATTTC hdstressz valaszban résztvevd cisz- Gurley és Key 1991
hato6 elem
SIGSTU23 237 (-),1133(+) AAAAAATTTC
SIGSTU24 1461 (-) AGAAAATTCG
SIGSTU26 530 (-) AAAAAATTTC
SIGSTF4 95 (-) AAAAAATTTC
SIGSTF5 1012 (-) AAAAAATTTC
1212 (+) AGAAAATTCG
SIDHAR2 652, 1297 (+) AAAAAATTTC
SIDHAR5 672 (+) AGAAAATTCG
SIGSTZ2 934 (-) AAAAAATTTC
SIGSTT2 972 (), AAAAAATTTC
841, 1205 (-)
LTR SIGSTZ2 11 (-) CCGAAA alacsony homérséklet valaszban Dunn és mtsai. 1998
SIGSTL3 764 (+) CCGAAA résztvevd cisz-hatd elem
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MBS SIGSTU23 1484 (-) CGGTCA szarazsag indukalhatosagban Yamaguchi-
résztvevé MYB kdotohely Shinozaki és
Shinozaki 1994

SIGSTU24 341(-) CAACTG
SIGSTF4 134,643,152 (+) TAACTG
SIGSTF5 268 (+) TAACTG
SIDHAR5 305 (+) TAACTG
SIGSTT2  13(+) CAACTG
23 () TAACTG
SIGSTL3 1087 (+) TAACTG
MBSII SIGSTU26 169 (-) AAAAGTTAGTTA  flavonoid bioszintézis gének Solano és mtsai.
szabalyozasaban résztvevé MYB 1995
SIGSTF5 1272 (+) AAAAGTTAGTTA ko6t6 hely
TC-gazdag SIGSTUG 465 (+), 617 (-) ATTTTCTTCA védekezésben és stresszvalaszban Itzhaki és Woodson
ismétlddések 1025 (+) GTTTTCTTAC résztvevd cisz-hatd elem 1993
(TCA-rich 1115 () ATTTTCTCCA
Abiotikus repeats) SIGSTU23 1273 (") GTTTTCTTAC
stressz 1292 (+) ATTTTCTTCA
SIGSTU24 1266 (-), 1474 ATTTTCTTCA
(+)
1384 (-) ATTCTCTAAC
SIGSTU26 119 (+) ATTTTCTTCA
SIGSTF4 694 (+) ATTCTCTAAC
912 (+) ATTTTCTCCA
1402 (-) ATTTTCTTCA
SIGSTF5 519 (-), 1403 (-) ATTTTCTTCA
SIDHAR2 1483 (-) ATTCTCTAAC
SIDHAR5S 134 (-) ATTTTCTCCA
SIGSTZ2 382,987 (+) ATTTTCTTCA
SIGSTL3 28 (+) ATTTTCTCCA
1131 () GTTTTCTTAC
WUN- SIGSTU24 23() TCATTACGAA sebzés valasz elem Ni és mtsai. 1996
motivum SIDHAR2 515(+) TCATTACGAA

(WUN-motif)
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Box S SIGSTU23 1014 (-) AGCCACC elicitor, sebzés és patogén valasz Kirsch és mtsai.
2000
AT-gazdag SIDHAR2 1180 (+) TAAAATACT maximalis elicitor aktivalast Lundin és mtsai.
szekvencia szabalyozo6 elem (2 képia) 1994
(AT-rich
sequence)
Biotikus stressz Box E SIGSTU24 426 (+) ACCCATCAAG gomba elicitor altali indukcidhoz Zahur és mtsai.
kapcsolddo cisz-hatd elem 2009
Box-W1 SIGSTU23 1483 (%) TTGACC gomba elicitor valasz elem Du és Chen 2000
SIGSTT2 676, 739 (-) TTGACC
EIRE SIGSTU24 1036 (+) TTCGACC elicitor valasz elem Fukuda és Shinshi
1994
ELI-box3 SIGSTF4 1220 (-) AAACCAATT elicitor valasz elem Gough és mtsai.
1995
W doboz SIGSTU23 126 (-) taTAAATATCct védekezési-, sebzés- és patogén Yu és mtsai. 2001
(W box) SIGSTT?2 676, 739 (-) TTGACC valasz. WRKY tipusu transzkripcios
faktort kot
3-AF1 koto SIGSTU23 473 () AAGAGATATTT fényvalasz elem Lam és mtsai. 1990
hely SIGSTU26 915(+) AAGAGATATTT
(_3-AF1 binding  S|GSTF5 1229 (+) AAGAGATATTT
site) SIGSTT2 1081 (-) TAAGAGAGGAA
AE-doboz SIGSTU24 1120 (+) AGAAACAA fényvalaszt szabalyozo rész Park és mtsai. 1996
(AE-box) 1206 (-)
SIGSTU26 1117 (+) AGAAACAA
SIGSTT2 338 (-) AGAAACAA
Fényvalasz/ SIGSTZ2 293(-) AGAAACTT
cirkadian
ACE SIGSTU23 1278 (+) AAAACGTTTA fényvalaszban résztvevd Cisz-hatd Feldbrugge és mtsai.
elem 1996
SIGSTU24 1307 (-) ACGTGGA
SIGSTF5  60(+),1081(+) ACGTGGA
SIDHAR2 399 () AAAACGTTTA
SIDHARS5 70(-) AAAACGTTTA
SIGSTT2 223 (-) CTAACGTATT
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Fényvalasz/
cirkadian

AT1-

motivum
(AT1- motif)

ATCC-

motivum
(ATCC-motif)
ATCT-
motivum
(ATCT- motif)

Box 4

SIGSTL3
SIGSTU26

SIDHAR5

SIGSTZ2
SIGSTT2

SIGSTL3
SIGSTF4

SIGSTUG6

SIGSTU23
SIGSTZ2
SIGSTL3
SIGSTUG

SIGSTU23

SIGSTU24
SIGSTU26

SIGSTF4
SIDHAR?2

SIDHARS5
SIGSTZ2

1357 (+)
420 (+)
375 (+)
64 (+)

863 (-)
1086 (+)

430 (+), 706 (+)
1237 ()

825 (-)
255 (+)

322, 342 (+)

290 (+)
440 (+), 492 (+)
401 (+)
578 (+)

850, 1215, 902,
1372 (+)

39 (+)

199, 280, 367,
747 (+)

1258, 1278 (+)
18, 29, 597, 621,
625, 847, 1001,
1034, 1247 (+)
128, 981, 936 (+)
430, 1165, 960,
1334, 706, 1221,

ACGTGGA
AAAACGTTTA
AAAACGTTTA

AATTATTTTTTAT
T
ATTAATTTTACA
AATTATTTTTTAT
T
ATTAATTTTACA

AATTATTTTTTAT
T
ATTAATTTTACA
CAATCCTC

AATCTAATCC

AATCTAATCT
AATCTAATCC
AATCTGATCG
ATTAAT

ATTAAT

ATTAAT
ATTAAT

ATTAAT
ATTAAT

ATTAAT
ATTAAT

fényvalaszt szabalyozo rész

fényvalaszban résztvevd konzervativ
DNS szabalyoz6 rész

fényvalaszban résztvevo konzervativ
DNS szabalyoz6 rész

fényvalaszban résztvevo konzervativ
DNS szabalyoz6 rész

Datta és Cashmore
1989

Argiiello-Astorga és
Herrera-Estrella
1996

Argiiello-Astorga és
Herrera-Estrella
1996

Argiiello-Astorga és
Herrera-Estrella
1996
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Fényvalasz/
cirkadian

Box |

Box Il

Box Il —szert

szekvencia
(Box Il —like
sequence)
Box 1l

CATT-

motivum
(CATT-motif)

F-doboz
(F-box)

SIGSTT2
SIGSTL3

SIGSTU23

SIGSTU24
SIGSTU26
SIDHAR2

SIDHAR5
SIGSTZ2

SIGSTT2
SIGSTU24

SIGSTU26

SIGSTF5
SIGSTU26

SIDHAR2
SIGSTF4

SIGSTT2
SIDHAR?2

SIGSTT2

1154 (+)

1145, 1269 (+)
795, 1494, 875 ,

831, 1157 (+)
97,1139 (+)
657, 111 ()

930 (+)

154 (+), 1109 (-)

263, 1440 (+),

470, 1450, 1458

)

91 (+), 648 (+),

635 (-)

898, 1226, 931

(+)

989 (+)

1307 (+)
451 (-)

1078 (-)
858 (-)

1056 (-)

954 (-)

18, 147 (-)
495 (-)

1472 (-)

ATTAAT
ATTAAT

TTTCAAA

TTTCAAA
TTTCAAA
TTTCAAA

TTTCAAA

TTTCAAA

TTTCAAA
TCCACGTGGC

tGTGTGGTTAATA

TG
TCCACGTGGC

TCCGTGTACCA

atCATTTTCACt

GCATTC

GCATTC
CTATTCTCATT

CTATTCTCATT

fényvalasz elem

fényvalasz elem része

cisz-hat6 szabalyozo6 elem

fény-valaszban résztvevo protein
ko6t6 hely
fény-valasz elem része

Block és mtsai.
1990

Block és mtsai.
1990

Block és mtsai.
1990

Block és mtsai.
1990
Argiiello-Astorga és
Herrera-Estrella
1996

Argiiello-Astorga és
Herrera-Estrella
1996
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Fényvalasz/
cirkadian

G-doboz
(G-box)

GATA-

motivum
(GATA-motif)

GA-motivum
(GA-motif)

GAG-

motivum
(GAG-motif)

SIGSTUG6
SIGSTUZ23
SIGSTU24

SIGSTF5

SIDHARS
SIGSTZ2
SIGSTT2

SIGSTL3

SIGSTUG

SIGSTF5
SIGSTT2

SIGSTU23

SIGSTF4
SIDHARS5
SIGSTU23

SIGSTF4
SIGSTF5

669 (-)

1017 (-)

700 (+)

700 (-)

952, 1309 (+)
1308 (-)
1307 (-)

59 (-), 277 (-)
1080 (+)

648 (+)

1126 (+)
1078 (+)
1377 (-)

69 (+)

1356 (+)
1356 (-)
1001 (-)
1054 (-)

999 (+)

1054 (+)
1395 (-)

896, 1082 (+)

956 (+)1410 (+)
199 (+)

1072 ()

538 (-)

881 (+)
338 (+)
1199 (-)

1061 (+)
132 (+)

CACGTC
CACGTT
CACGTA
TACGTG
CACGTG
CACGTGG
GCCACGTGGA
CACGTC
CACGTG
CACGTT
TACGTG
GCCACGTGGA
CACGTT

CACGTT

TACGTG
CACGTA
CACGTT
CACGTA
TAAACGTG
TACGTG
GACATGTGGT
AAGGATAAGG

AAGGATAAGG
AAGGATAAGG

AAGATAAGATT

ATAGATAA

ATAGATAA
ATAGATAA
AGAGAGT

AGAGATG
AGAGATG

fényvalaszban résztvevé cisz-hatd
szabalyozd elem

fényvalasz elem része

fényvalasz elem része

fényvalasz elem része

Donald és mtsai.
1990

Argiiello-Astorga és
Herrera-Estrella
1996

Argiiello-Astorga és
Herrera-Estrella
1996

Argiiello-Astorga és
Herrera-Estrella
1996
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Fényvalasz/
cirkadian

GT1-

motivum
(GT1-motif)

I-doboz
(1-box)

LS7
MNF1
MRE
Spl

TCT-
motivum

SIDHARS
SIGSTT2

SIGSTZ2
SIGSTU24

SIGSTU26

SIGSTF5
SIDHAR?2
SIGSTZ2
SIGSTT2
SIGSTL3
SIGSTUG6

SIGSTF5

SIDHAR?2
SIGSTZ2

SIGSTT2
SIGSTF4
SIGSTU26
SIGSTF4
SIGSTU23

SIGSTF4
SIGSTF5
SIGSTZ2

111 ()
116 (+)
1494 (+)
1420 (+)

553 (+)

451 ()
455 ()

465 (-), 1391 (-)

1101 (+)
736 (-)
1394 (+)
656 (+)
1084 (+)

959 (+)
1412 (+)
1480 (-)
602 (+)
973 (-)
201 (+)
1340 (-)
1120 (-)

906 (+)
478 (+)
1187 ()

1150 (+)
235 (+)
782, 1370 (+)

AGAGATG

AGAGAGT
AGAGATG
AGAGAGT

GTGTGTGAA

TGTGTGGTTAATA

TG
GGTTAA

CGTTAA
GGTTAA
GGTTAA
GCGGTAATT
CGTTAA
gGATAAGGTG

GATAAGGGT
gGATAAGGTG
CTCTATGCT

GATAAGATA
GATATGG
gGATAAGGTG
AGATAAGG
CAGATTTATTTTT
A
GTGCCC(A/T)(AIT)

AACCTAA
GGGCGG

CC(G/A)CCC
CC(G/A)CCC
TCTTAC

fényvalasz elem

fényvalasz elem része

fényvalasz elem része
fényvalasz elem
fényvalaszban résztvevé MYB kot

hely

fényvalasz elem

fényvalasz elem része

Vauterin és mtsai.
1999

Donald és mtsai.
1990

Despres és mtsai.
2000

Yanagisawa €s
mtsai. 1990
Feldbrugge és mtsai.
1997

Menkens és mtsai.
1995

Argiiello-Astorga és
Herrera-Estrella
1996
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Fényvalasz/
cirkadian

(TCT-motif)

Chs-CMA2b

as-2-doboz
(as-2-box)

Chs-CMA1la

cirkadian
(circadian)

SIGSTT2
SIGSTL3
SIGSTU23

SIGSTF5
SIDHAR?2
SIGSTT2
SIGSTU24

SIGSTU26
SIGSTUG6

SIGSTU24
SIGSTU26
SIGSTF4
SIGSTF5
SIDHAR?2
SIDHAR5
SIGSTZ2
SIGSTT2

1259 (+), 482 (-)
1131 (-)
639 ()

240 (-)
1059 (+), 382 (-)
700 (-)
977 (1)

1131 ()
110 (+)

1055 (-)

823, 1473 (+)
206 (-)

926 (-), 1316 (+)
411 (+), 1020 (-)
440 (-), 1437 ()
170, 1331 (+)
1071, 1337 (+)

TCTTAC
TCTTAC

ATTGCAACTCAA

GATAatGATG
GATatGATG
GATAatGATG
TTACTTAA

TTACTTAA
CAANNNNATC

CAAAGATATC
CAANNNNATC
CAANNNNATC
CAANNNNATC
CAANNNNATC
CAANNNNATC
CAANNNNATC
CAANNNNATC

fényvalasz elem része

hajtas specifikus expresszidban és
fényvalaszban résztvevo elem

fényvalasz elem része

a cirkadian szabalyozasaban
résztvevd Cisz-hatd szabalyozo elem

Argiiello-Astorga és
Herrera-Estrella
1996

Lam és Chua 1989

Argiiello-Astorga és
Herrera-Estrella
1996

Piechulla és mtsai.
1998
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