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Bevezetés

A poliaminok (PA) minden ¢€l161ényben megtaldlhatoak, szerepiik esszencialis. Minden
ndvényi szervben ¢és sejtalkotoban eléfordulo, kis molekula tdmegl, kationos természetii
molekuldk. Kémia tulajdonsagaik miatt képesek negativan toltott molekulakhoz, tgymint
lipidekhez, DNS-hez, vagy egyes fehérjékhez kotddni és ezéltal azokat szabalyozni. A PA
homeosztazis fenntartasa kulcsfontossagu a novények normalis ndvekedéshez és fejlodéséhez,
mind fiziologias koriilmények kozott, mind stressz alatt. A PA szint szabalyozas megvalosulhat
a PA-ok bioszintézise, lebontasa, szallitasa, illetve a PAk megkdtése altal. A poliamin oxidazok
(PAO), flavin adenin dinukleotid fiiggd enzimek, a poliaminok lebontéasat végzik. Ez torténhet
a poliaminok termindlis lebontasa, vagy a poliaminok visszaalakitasa altal. Mindkét folyamat
soran hidrogén peroxid (H20>) keletkezik, ami befolydsolhatja a novények fejlédési és stressz
adaptacios folyamatait. A H>O2 nagy koncentracidban oxidativ stresszt okozva programozott
sejthalalt valthat ki, mig kis koncentracioban kiilonbozd jelatviteli folyamatok indukalasaval
aktivalhatja az antioxiddns védelmi mechanizmusokat. A PAO izoenzimeket kodold gének
szama, szoOveti lokalizacidja, szubsztratspecifitasa, stressz, ¢s fejlodési valaszban betoltott
szerepe fajspecifikus bélyeg. A PAO gének azonositdsa mar szamos fajban megtortént, tobbek
kozott haszon- és gyogyndvényekben, mint kukoricédban, rizsben, paprikaban, narancsban,
kamilldban és a molekularis modell névényben, a ludfiiben is. Dohanyban az egyes PAO
izoenzimeket kddold géneket, azok szoveti/szervi lokalizacigjat és funkcioit azonban még nem
azonositottak és jellemezték. Munkdm sordn ezért egyfeldl célom volt a PAO gének
azonositasa, osztalyozasa, szekvenciaanalizise, masfeldl pedig funkciondlis vizsgalatuk, de
nemcsak fiziologids koriilmények kozott, hanem kiillonbozd abiotikus stresszhatdsokra,
hormonkezelésekre, valamint egyes fejlédési allapotokban is.

A reaktiv oxigénformak (ROF) képzddésében a plazmamembran lokalizalt NADPH
oxidaz enzim is fontos szerepet jatszik. Tehat a PAO és a NADPH oxiddz a ROF termelésén
keresztiil ugyanazokban a folyamatokban vehet részt a novények életmiikodése soran. A két
enzim egymasra is hatassal lehet a novények fejlédési és stresszvalaszaiban.

A sejtfalnélkiili novényi sejtek, a protoplasztok kivalo modellrendszerként mitkodnek a
kiilonboz6 jelatviteli, illetve anyagcserefolyamatok, valamint hormonalis kolcsonhatdsok
tanulmanyozasara. Mindemellett az in vitro ndvényregeneralas alapjaul is szolgalnak, igy
biotechnologiai szempontbol is jelentdsek. A protoplasztok eldallitasa soran ROF keletkezik, a
NADPH oxidaz és a PAO enzimek miikddése altal. A keletkezd ROF pedig befolyasolhatja a

protoplasztok €letképességét, és regeneracios képességiiket is.



Célkituzések

Munkam soran célom volt felderiteni a molekularis modellként is hasznalt, de

gazdasagilag is jelent6s dohany névény (Nicotiana tabacum cv. Wisconsin 38) poliamin oxidaz

izoenzimeket kodolo géneket és funkcionalisan jellemezni Oket.
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Ennek soran a kovetkez6 célokat tliztem ki:

A dohanyban taladlhatdé PAO gének azonositasa, szekvencia analizise és filogenetikai
kapcsolatainak felderitése mas fajok, nevezetesen ludfli, paradicsom, rizs és kukorica
PAO génjeivel.

A dohanyban talalhato PAO gének szervspecifikus kifejezodésének vizsgalata.
Kiilonb6z6 abiotikus stressz és hormonkezelések hatdsanak vizsgalata a dohanyban
talalhatdo PAO gének kifejez6dési mintazatara.

Dohany PAO gének szerepének vizsgalata protoplaszt kultarak létrehozasa és
fenntartasa soran.

A NADPH oxidaz, azon beliil is az RBOHD vizsgalata a ROF keletkezésében dohany
protoplasztok izolalasa és fenntartasa soran.

A PAO ¢és NADPH oxidaz kolesonhatasanak vizsgalata dohany ndvényekben, a
protoplasztok izolalasa €s fenntartisa sordn. A két enzim altali ROF felszabadulas
hatasanak vizsgalata a protoplasztok életképesseégére.

A PAO és NADPH oxidaz egyiittmiikodésének vizsgalata Arabidopsisban. A PAOS, az
RBOHD és RBOHF kdlcsonhatasanak tanulmanyozasa az oldalgydkérprimordiumok

hajtasmerisztémava torténd atalakulasaban.

Anyagok és modszerek

Novénynevelési paraméterek

Kisérleteinkhez Nicotiana tabacum cv. Wisconsin 38 vad tipust, valamint A4S-

NtRBOHD transzgénikus. illetve Arabidopsis thaliana Columbia-0 (Col-0) vad tipusu, és Col-

0 hatteri pao2-2, pao3, pao4, pao5-2, rbohd és rbohf mutans novényeket hasznaltunk.

A csiraztatas steril koriilmények kozott szilard 1/2 MS taptalajon, ndvényneveld

kamrakban (Fitoclima S 600 PLH, Aralab, Portugal) tortént, kisérleti elrendezéstdl fiiggden a

fényperiddus 16 vagy 8 ora fény szakasz és ennek megfelelden 8 vagy 16 dra sotét szakasz volt.



A PAO gének szervspecifikus kifejezOdésének vizsgalatahoz a dohany novényeket
talajkultaraban, cserepekben neveltiik, tiveghdzi koriilmények kozott. Az {liveghdzban
folyamatos 23°C-os hdmérsékleten, 16/8 fény/sotét perioduson nevelt és rendszeresen ontdzott

14 hetes viragzd novények levelét, szarat, gyokerét és viragat hasznaltuk fel.

Dohany novények kezelése
Abiotikus stressz kezelések:

A sostressz laboratoriumi modellezéséhez, a hosszii nappalon (16/8 ora fény/sotét
perioduson), steril koriilmények k6zott nevelt 2 hetes dohany novényeket kezeltiik a taptalajhoz
adott 150 mM NacCl alkalmazasaval, 6 napon keresztiil. A magas hémérsékleti stressz kivaltasa
42C° -on, fényen tortént, 5 6ran keresztiil. Az alacsony hémérsékleti stressz kivaltasahoz rovid
nappalon (8/16 oras fény-sotét peridduson) nevelt novényeket haszndltunk, a hideg kezelést
pedig a sotét perioddus alatt végeztiik el, 4°C- on.

In vitro hormon és H20: kezelések:

Ezekhez a kezelésekhez steril tivegben 1/2 MS szilard taptalajon, révid nappalon (8/16
ora fény/sotét periodus) nevelt négyhetes dohany ndvények fiatal leveleit hasznéltuk. Petri
csészékben a leveleket 3 oran keresztiil kezeltiik ugyanazon a fényen, amelyen néttek. A
kezelés soran alkalmazott koncentraciok a kdvetkezok voltak: 5 mM H2O»; 10 uM indole-3-
ecetsav (IES); 100 uM abszcizinsav (ABS); 10 uM kinetin; 10 uM gibberelinsav: (GA3) .
Protoplasztok izolalasa, fenntartasa és kezelése dohany novények levelébal

A protoplasztok izolalasdhoz 4 hetes steril tivegben 1/2 MS szilard taptalajon és rovid
nappalon (8/16 ora fény/sotét periodus mellett) nevelt novényeket hasznaltunk. Az egészséges
¢ép leveleket aprora vagtuk és sejtfal-emésztd oldatba helyeztiik (1%cellulaz - Onozuka RS;
0,3% Macerozim) 1 éjszakara (16 ora) sotétben, 22 C°-os homérsékleten. Emésztés utan
centrifugdlassal az ¢l6 protoplasztokat elvélasztottuk (Eppendorf 5810 R). Az izolalt
protoplasztokat 1x10° sejt/milliliter koncentracidra higitottuk K3AS oldatban (1/2x MS+
Gamborg BS5, 3,13 mM CaCl-2H»0, 1,67 mM xiléz, 400 mM szacharéz, 5,38 mM
naftilecetsav, 888 nM benziladenin, és 452 nM 24-diklérfenoxiecetsav. Az izolalt
protoplasztokat 8 6ra megvilagitas mellett, 22C°-o0s hémérsékleten taroltuk.

A NADPH oxidaz gatlasara 2uM difenilén-jodéniumot (DPI), mig a PAO enzim
gatlasara 10uM guazatint (Guaz) adtunk a protoplasztokhoz. Mintavételhez leiilepitettiik a

sejteket és cseppfolyods nitrogénben fagyasztottuk dket.



Arabidopsis in vitro regeneracios rendszerek létrehozasa

A direkt organogenezis vizsgalatdhoz Kaszler és munkatérsai (2021) altal kidolgozott
rendszert hasznaltuk. A sterilizalt magokat négyzet alakt petri-csészékben csiraztattuk, steril
taptalajon. A csirandvényeket rovid nappalon (8/16 ora fény/sotét periddus mellett) 21 °C
hémérsékletii névénynevel$ kamraban neveltiik, 6 napig. A fényintenzitas 50 pmol m= s™! volt.
Ezutan annak érdekében, hogy az oldalgydkér primordiumok megjelenjenek a csirandvényeket
naftilecetsavval (NES; 3,3uM) kezeltiik 43 oran keresztiil. Ezt kdvetden citokinin (izopentenil
adenin 8,16 uM) tartalma taptalajra helyeztilk a csirandvényeket, hogy a kompetens
oldalgyokér primordiumokbol hajtdsmerisztéma alakuljon ki. Ezt kovetden négy idépontban
vettiink mintakat: 24 6ra (mitotikus osztddasi sziinet), 48 6ra (szervkezdemények megjelenése),

72 6ra (korai promerisztéma kialakulasa) és 96 ora (késoi promerisztéma kialakulasa).

Szekvencia in silico elemzések

Nukleotid szekvencia analizis segitségével meghataroztuk a dohiany PAO-gének
kromoszoma lokalizaciojat, génszerkezetét, a promodter DNS koté motivumait, illetve a dohany
PAO fehérje szekvencidk alapjan azok feltételezett lokalizaciojat, konzervalt motivumait,
valamint filogenetikai kapcsolatat mas fajokkal ugy, mint ladfiivel, rizzsel, kukoricaval és
paradicsommal.
A munka soran az alabbi szoftvereket és web szervereket hasznaltuk:
Az NtPAO gén lokalizacio és szerkezet meghatarozasa TBtools segitségével tortént. Az NtPAO
gének promoter analizise a PAO gének start kodon el6tti 1800 bazisparnyi szakaszanak
vizsgalataval a PlantCare adatbazis segitségével tortént. Az NtPAO-k sejten beliili lokalizacioit
a fehérje szekvenciat felhasznalva, WoLF PSORT webes keresdvel hataroztuk meg. Az NtPAO
aminosav szekvencia konzervalt motivumok keresése a MEME web keresdvel tortént. Az
NtPAO filogenetikai kapcsolatai és kladokba soroldsa a MEGAI1 szoftver segitségével
valosult meg. A ClustalW illeszt6 algoritmust, Neighbor-Joining filogenetikai
rekonstrukciohoz a JTT matrix-alapti modellt alkalmaztuk. A specificitast determinald helyek

(SDP: specificity-determining site) elemzése a JDet Software-rel késziiltek.

Primer tervezés RNS izolalas és Valos idejii kvantitativ PCR (Génkifejezodés vizsgalata)

A Dohany PAO gének keresését az Arabidopsis PAO szekvenciai alapjan végeztiik el,
mely utébbiak az Arabidopsis Information Resource (TAIR) (http://www.arabidopsis.org/)
adatbazisban taldlhatéak meg. Az Arabidopsis szekvencidk mintdjdra a dohdny genomban

végzett BLAST analizis (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov) eredményeként kapott feltételezett


http://www.arabidopsis.org/
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/

PAO szekvencidkkal dolgoztunk tovabb. A megfeleld, génenként egyedi primer parok
tervezéséhez az NCBI primer design toolt hasznaltuk (https://www.ncbi.nlm.nih.gov). A
tervezést a PRINA319578 dohany genom projektbdl felallitott adatbazis segitségével hajtottuk
végre. Mindemellett vizsgalatainkhoz a szakirodalom alapjdan megbizhaté dohany ¢és
Arabidopsis referencia géneket valasztottunk és vizsgaltunk. Az RNS kivonas a Quick-RNA
Miniprep Kit (Zymo Research, Irvine, CA, USA) segitségével valosult meg, folyamata a gyartd
szerint javasolt Iépéseket kovette. A cDNS konyvtar eldallitasa a RevertAidFirst Strand cDNA
Synthesis Kit-tel tortént (Thermo Fisher Scientific). A valos idejii kvantitativ PCR reakciok, a
CFX384 Touch Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA,
USA) késziilék segitségével valosultak meg. Az adatok kiértékelése a Bio-Rad CFX Maestro
(Bio-Rad) szoftver és Microsoft Excel 2016 programok segitségével torténtek. A relativ mRNS

szinteket a (2) **“‘mddszerrel 4llapitottuk meg.

Fluoreszcens mikroszkopia

A protoplasztok életképességének, valamint a ROF szintek valtozasanak vizsgalatdhoz
arra alkalmas fluoreszcens festékeket hasznaltunk. Az életképeség meghatarozasa 10 uM
fluoreszcein-diacetattal (FDA), mig a ROF szintek detektalasa 10 uM 2,7-diklorofluoreszcein-
diacetattal (H2DC-FDA) valosult meg.
A fluoreszcencia detektalasdhoz Zeiss Axiovert 200M tipustt fluoreszcens mikroszkopot
hasznaltunk. A fluoreszcensen jeldlt protoplasztok pixel-intenzitasat Axiovision Rel. 4.8

szoftver hasznalataval, mértiik meg.

Sztere6 mikroszkopia

Arabidopsis novények esetén, a direkt organogenezis hatékonysaganak vizsgalatahoz
sztere6 mikroszkopot hasznaltunk (Olympus SZX12 sztered6 mikroszkép), fehér LED
fényforrassal. Vizsgalatainkhoz tizszeres nagyitast alkalmaztunk, a mintakrol pedig Cannon

200D digitalis kamera segitségével készitettiink fotokat (EOS Utility 3 software).

Statisztika

A statisztikai kiértékelést SigmaPlot v.12.0 szoftver segitségével végeztik. A
varianciaanalizis elvégzése utana a kontrolltdl valo szignifikdns eltérést Duncan-féle teszttel
allapitottuk meg P<0.05 szinten. Més esetekben a szignifikans kiilonbség megallapitasara
Student-féle t-tesztet hasznaltunk, P< 0.05 (*), 0.01 (**), vagy 0.001 (***) valoszinliségi

szinteken.



Eredménvyek

Munkank soran az alabbi fobb kovetkeztetéseket allapitottuk meg:

1. Tizennégy PAO génszekvenciat azonositottunk a dohany genomban, melyeket
az Arabidopsis PAOKk-kal valé szekvencia homoldgia alapjan neveztiink el: N¢PAOI1(A-
B), NtPAO2(A-C), NtPAO4(A-D) és NtPAOS5(A-E).

Az egyes csaladokon beliili tobb PAO oka lehet az, hogy a dohany allotetraploid faj,
ami altal, egyes gének nagyobb kdpiaszdmban lehetnek jelen a genomban. Ez nagyfoku
genetikai diverzitasra ad lehetOséget. Az egy csaladban talalhato PAOk eltérd funkciot vehetnek
fel, ami 4ltal tobb szervben kifejezddve tobb feladatot is ellathatnak.

2. Filogenetikai analizis alapjan a dohany NtPAOk 3 kladba sorolhatoak (LIILIV).

A II-es kladba nem tartozik egy NtPAO sem, amire magyarazat lehet egy duplikacios
¢s egy kihaldsi esemény az evollcid soran, ami eltiintette a ZmPAQO1 tipust néhany kétszikiibol,
de meghagyta az AtPAOI tipust.

Korabbi irodalmakkal ellentétben, szekvencia illesztés segitségével igazoltuk, hogy a
ZmPAOI apoplasztikus szekvencia egy része hianyzik a dohany NtPAO1-rdl, igy az analizis
alapjan az NtPAO1 nem apoplasztikus és nem termindlis tipust (TC) reakciot katalizal, hanem
inkabb az Arabidopsis AtPAO! génnel mutat nagyobb szekvencia hasonldsagot, feltehetden
citoplazmatikus ¢és BC reakciot katalizal.

Az Ill-as kladba tartoz6 PAOk génszerkezetiikben €s eredetiikben is eltérnek a tobbi
novényi PAO-t0l. Az Arabidopsis AtPAOS és feltehetden az azzal homologiadt mutaté PAO
gének esetében jellemzd a citoplazmatikus lokalizécio, a BC reakcid, az intron nélkiili
génszerkezet, valamint a T-Spm oxidaci6. Génszerkezeti vizsgalattal igazoltuk, hogy a dohany
NtPAO5-k sem rendelkeznek intronnal. Annak bizonyitdsa azonban, hogy az ide tartozo
NtPAOKk szubsztratspecifitasa és az altaluk katalizalt reakcid is hasonl6 az AtPAOS5-h6z tovabbi
vizsgalatokat igényel.

A PSORT report szubcellularis lokalizacios eredményei alapjan az NtPAO2(A-C) és
NtPAO4(A-D) gének az Arabidopsis AtPAO2-4 génekhez hasonldan, feltehetden
peroxiszomalis elhelyezkedéstiek és a IV-es kladba tartoznak. A peroxiszomalis lokalizaciot
megerdsiti a C termindlison a peroxiszomalis target szekvencia jelenléte, ami megfigyelhetd

valamennyi [V-es kladba tartozo PAO esetén.



3. A dohany PAOK szekvencia hasonlésaga az Arabidopsis PAOk-kal a hasonlo
szervi lokalizacio alapjan funkcionalisan is megnyilvanulhat. Dohinyban a NtPAOIA
szervi kifejezédése hasonld az Arabidopsis AtPAOI-hez, igy ezek feltételezhetden
funkciondlisan is hasonldak egymassal. Az NtPAO4 gének szervi kifejezédése azonban eltér az

Arabidopsis AtPAO4 géntdl, ami alapjan ezek kozott funkcionalis kiilonbség all fent.

4. Szervi kifejezodésiik alapjan a Ill-as kladba tartozé NtPAOS5 géncsaladnal
feltételezheto6 stressz, és/vagy szervfejlodés specifikus expresszio. Az NtPAOS5 géncsaladon
beliil a NtPAOS5C csak a gyokérben, mig az NtPAO5B leginkabb a levélben, és az NtPAO5A
és D pedig a szarban fejezodik ki. Mindemellett, bizonyos NtPAO gének altalanosabban,
tobb szervben is kifejezodnek, igy esetiikben feltételezhet6, hogy szervspecifikusan eltéro
funkciot latnak el. Az N¢PAO4C is ilyen, ami a viragban és a levélben is expresszal, vagy

az NtPAOS5B és NtPAOSE, melyek szarban és levélben is kifejezédnek.

5. Promdter analizissel azonositottunk szamos abiotikus stresszvalaszhoz
kapcsolhaté, valamint Kkiilonb6z6 hormonszabalyozasi kotéhelyeket a PAO gének
promoter régioiban. A NtPAO géneket kiillonbozo abiotikus stresszhatasok alatt tesztelve
megallapitottuk, hogy tobbnyire stressz specifikus expresszios mintazatot mutatnak. Az
NtPAOS5 géncsaladon beliil egyes gének a soOstresszre, mig masok a hdmérseklet valtozasara
vélaszoltak, mely utobbi szabalyozéasaban feltehetéen a IV-es kladba tartozo peroxiszomalis
dohdny NtPAOKk is rész vesznek. Mindemellett, az NtPAOS5 és NtPAO?2 géncsaladokon beliil a
funkciok megoszlasa figyelheté meg az egyes NtPAOk esetében az abiotikus stresszre adott
valaszban. Az NtPAO5SB és NtPAOSE sostressz hatdsara expresszalt, de a termoregulacioban
nem vett részt, ezzel szemben az NtPAO5C és NtPAOS5D hdmérsékleti stresszre fejezddott ki,
de sostresszre nem volt érzékeny. Hasonlo funkcido megoszlas figyelhetd meg az NtPAO2
géncsaladon beliil, ahol az NtPAO2A hostresszre, mig az NtPAO2B sostresszre €s sebzésre volt

érzékeny.

6. Az ABS valaszelemek jelenléte alapjan a promoter régioban 3 peroxiszomalis
NtPAO gén (NtPAO2A, NtPAO4B és NtPAO4C) abiotikus stresszhatasra és ABS-re valo
indukalhatosaga alapjan feltételezhetd, hogy ezeknek a PAO géneknek az abiotikus

stressz altali indukcidja az ABS hatasaval magyarazhato.



7. A dohany NtPAOk koziil az NtPAO4D, mely a legmagasabb expressziot a
viragban mutatta, gibberelinsav kezelésre is erdsen fejezédott ki, ami utalhat a NtPAO4D

szerepére a viragzasban.

8. Dohianyban a IV-es kladba tartoz6 peroxiszomalis NtPAOk (NtPAO2B,
NtPAO4A, NtPAO4C és NtPAO4D) fontos szerepet jatszanak a protoplaszt kultura
fennmaradasaban. Feltételezhet6, hogy ezek a PAOk a ROF szintek befolyasolasan
keresztiil, a redox rendszer szabalyozasan at fejtik ki hatasukat ebben a folyamatban.

Ennek bizonyitasa azonban tovabbi vizsgalatokat igényel.

9. Az NtRBOHD negativ szabalyozéja a peroxiszomalis NtPAO (NtPAO2B,
NtPAO4C és NtPAO4D) géneknek a protoplasztok fenntartasa soran. Az NtRBOHD és a
peroxiszomalis NtPAOKk egy pozitiv visszacsatolasi kor részét képezhetik, ami biztositja a
ROF optimalis szintjét a protoplasztok fenntartisa soran. Ezt a feltételezésiinket
alatamasztja, hogy bar az 4AS-NtRBOHD muténs protoplasztokban megemelkedik az NtPAO2
és NtPAO4 gének relativ expresszidja, a protoplasztok életképessége és ROF szintje a vad
tipushoz képest nem valtozik, ugyanakkor a mutans érzékenyebb a PAOk Guaz-zal torténd

gatlasara.

10. Az AtPAOS5 és az AtRBOHD egyiittmikodik az oldalgyokérprimordiumok
direkt hajtasmerisztémava torténo atalakitasaban Arabidopsis novényben. A T-Spm az
AtRBOHD pozitiv szabalyozoja, ugyanakkor az AtRBOHD negativ szabalyozdja lehet az
AtPAO5-nek. Eredményeink alapjan feltételezhetd egy RBOHD-PAOS5-T-Spm-Ca®" jelatviteli
kapcsolat a direkt hajtdsmerisztémak kialakuldsa soran. Ennek aldtdmasztasa azonban tovabbi

vizsgalatokat igényel.

Summary

Polyamine oxidases play importan role in the regulation of polyamin homeostasis and
the level of reactive oxygen species. Even though PAO gene families and their function have
been demonstrated in several species, little is known about PAOs in tobacco. In this study,
based on sequence analysis, fourteen PAO genes were unravelled in tobacco genom. Based on

phylogenetic analysis, plant PAOs could be categorized into five clades, of which NtPAO s (A-



B) belong to clade I, NtPAO5s (A-E) to clade III, the residual seven with peroxisomal
localization (NtPAO2s and NtPAO4s) to clade IV and none of the NtPAOs to clade II and clade
V. To understand the roles of fourteen tobacco NtPAOs, organ specific expression and their
expression profiles under different abiotic stress and developmental processes was
characterized. Transcript level of N¢tPAOI and NtPAO4 genes were abundant in flowers, while
mRNA level of NtPAO2 and NtPAOS5 genes were higher in stems. Possible involvement of
clade IV member NtPAOs (NtPAO2A, NtPAO2C, NtPAO4A-D) in thermoregulation was also
shown. Transcript level of N¢tPAO2B-C and NtPAOS5(E,B) was upregulated by salt stress, while
wounding induced the expression of NtPAO2B-C, NtPAO4C-D, NtPAO5A and NtPAO5C
genes. Based on the results of in silico analysis of tobacco PAOs promoter, influence of
different plant growth regulators on expression of NtPAOs was also suggested. In responses to
abiotic stresses, a possible common signal mediator is ABA. Thus, NtPAO2A, NtPAO4B and
NtPAO4C induction by abiotic stresses may be explained by ABA involvement. Based on the
response of NtPAO genes for other plant growth regulators, it can be hypothesized that NtPAOs
play important role in the regulation of plant growth and development, for instance NtPAO4 in
flowering. Based on our results, during the isolation and maintnance of tobacco protoplast,
regulatory role of peroxisomal NtPAOs in redox balance was also suggested. Furthermore,
supposedly peroxisomal NtPAOs (NtPAO2B, NtPAO4C és NtPAO4D) were downregulated by
NtRBOHD in this process. Presumably, they form a positive feed back loop, which contributes
to the maintenance of redox balance. Moreover, cross talk between AtPAOS5 and AtRBOHD
during the direct conversion of lateral root primordia to shoot meristem in Arabidopsis was also
suggested in this study. Supposedly, in this process, upregulation of NtRBOHD by T-Spm
inhibited the formation of direct shoot meristem. Based on our results we hypothesized an
RBOHD-PAOS5-T-Spm-Ca** signalling network during the conversion of lateral root primordia

to shoot meristem, however it needs to be proved.
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