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Bevezetés

A mezbgazdasag szamara nagy jelentdséggel birnak azok a modszerek, amelyek a
novények vegetativ szaporitasan alapulnak. Ezek egyike az indukéalt organogenezis, ami teljes
l1étezik, mellyel de novo hajtdsmerisztéma (HM) képzésén keresztiil lehet novényi egyedet
létrehozni. Az in vitro regeneracio sikere tobb tényez6tdl is fiigg, mint példaul a megfeleld
genotipus, az explantum, a megfelel6 kornyezeti feltételek és optimalis hormonkombinaci6. A
legtobb regeneracios rendszerben két lépésben, indirekt uton, kalluszadtmeneten keresztiil
valtjak ki a HM megjelenését, azonban ez akar kdzvetleniil is megvaldsithato. Ebben az esetben
az oldalgyokér primordiumoknak (OGYP) azt a képességét hasznaljak ki, hogy megfeleld
citokinin (CK) koncentracié alkalmazasa mellett sejtjei képesek a sejtsorsvaltasra és HM
létrehozasara. Ugyanis a de novo hajtasregeneracio egyik f6 szabalyozoja, az auxin mellett, a
citokinin, igy annak endogén szintje, valamint megfeleld érzékelése ¢€s jelatvitele kiemelt
fontossagu a folyamat szempontjabol. A citokinin jelatvitel szabalyozasaban fontos szerepet
jatszanak a hisztidin kinaz receptorok, valamint az A- és B-tipusu citokinin valaszregulatorok,
melyek koziil elébbiek a citokinin jelatvitel negativ, mig utdbbiak annak pozitiv szabalyozoi.

A poliaminokrdl kimutattak, hogy bizonyos fejlddési folyamatok sordn kolcsonhatasba
1épnek az auxinnal és a citokininnel. Mind szintézisiik, mind lebontasuk dontd szerepet jatszik
a novények novekedésében ¢€s fejlddéseben. A hajtasregeneracio soran a citokinin valaszokat a
poliaminok mellett szamos egyéb Utvonal is befolydsolhatja, mint példaul a hemoglobinok
expresszioja vagy a nitrogén-monoxid (NO) szint. A hemoglobinok befolyasolhatjak az indirekt
hajtasmerisztémak kialakuldsat a citokinin észlelésben €s jelatvitelben szerepld gének ¢és ezaltal
a citokinin érzékenység befolyasolasan keresztiil.

Mivel a hemoglobinok képesek a NO megkdtésére, a NO is kozvetitheti a citokinin
jelatvitelre gyakorolt hatasukat. Ugyanakkor a citokinin valaszok kialakitdsdban a NO-nak is
lehet szerepe. Ismert, hogy a NO termelését eldsegithetik a poliaminok (PA-k), tovabba
bioszintézisiik prekurzora, az L-arginin is NO-forrasként szolgélhat. Valamint a NO képzddését
Osszefliggésbe hoztak a PA katabolizmussal is.

Szamos kisérleti adat utal arra, hogy a PA-k, a hemoglobinok és a NO befolyasolhatjak egymas
hatasat a citokinin fiiggd valaszok soran. Munkdm sordn ennek a lehetdségét vizsgaltam meg
egy erésen citokininfiiggd folyamat, az oldalgyokér primordiumok hajtasmerisztémava torténd

kozvetlen atalakuldsa soran, ludfii névényekben.



Célkitizések

Miutan a poliaminok, a poliamin-oxidaz, a nitrogén-monoxid és a hemoglobinok is hatassal
lehetnek a citokinin érzékenységre, munkam sordn ezek hatdsat vizsgéaltam egy erdsen
citokinin-fliggé folyamat, az oldalgyokér primordiumok hajtasmerisztémava torténé direkt

atalakulasa soran Arabidopsis thaliana névényben.

Kutatasaim soran az alabbi kérdésekre kerestem a valaszt:

1) Van-e szerepe a PA-oknak a CK-indukalt hajtasmerisztéma kialakulasban?

2) Valtozik-e a PA-k szintézisében és lebontasaban szerepet jatszo gének expresszioja a
OGYP- HM konverzi6 soran?

3) Amennyiben a PA-k lebontésa hatassal van a hajtasmerisztémak kialakulasara, akkor az
miként valosul meg?

4) Van-e szerepe a hemoglobinoknak vagy a nitrogén monoxidnak a CK-indukalt

hajtasmerisztéma képzodés folyamataban? Kapcsolodik-e ez a hatas a poliaminokhoz?



Anyagok és modszerek

Novénynevelési paraméterek

Kisérleteinkhez Arabidopsis thaliana (L.) vad tipust (Columbia 6kotipus, Col-0),
tovabba AtPAO2 (35S::PAO2) és AtPAOS (35S::PAOS) transzgenikus vonalakat és pao5-2 T-
DNS inszercioés mutanst (SALK _053110) hasznaltunk.

Az in vitro gyokér alapu regeneracios rendszer felallitasa Rosspopoff és munkatarsai
(2017) munkaja alapjan, annak kis modositasaval tortént. A csiraztatas steril koriilmények
kozott, 1,25 uM 2,3,5-trijéd-benzoesavat tartalmazd6 MS taptalajon valdsult meg, 21 °C
hémeérsékletli novényneveld kamraban (Fitoclima S 600 PLH, Aralab, Portugal), 8 h fény/16 h
sotétperiodus mellett. 6 nap elteltével a csirandvényeket 43 oran keresztil (3,3 puM)
naftilecetsavval kezeltiik, majd citokinin (8,16 uM) tartalmu taptalajra helyeztiik. A novények
nevelése a kisérletek teljes iddotartama alatt a csirdztatassal megegyezd homérsékleti és

fényviszonyok mellett tortént.
Kiilso kezelések és mintavétel

A kiils6é poliamin (spermidin, spermin, termospermin) valamint H2O2 kezelések esetén
torzsoldatot készitettlink, majd azt 100 uM-os végkoncentracioban a taptalajhoz adtuk. A kiilsé
NO kezeléshez, NO donorként S-nitrozoglutationt (GSNO) hasznaltunk. Az eléz6ekben leirtak
szerint a GSNO-bdl tozsoldatot készitettiink. A kezelés soran a torzsoldatbol 10 uM
csepegtettiik.

A kiils6 kezelések minden esetben a citokinin indukcioval egy idében torténtek.

Mintat a citokinin indukcidt kovetd 4 idopontban vettiink: 24 6ra (mitotikus osztddasi
szlinet), 48 oOra (szervkezdemények megjelenése), 72 ora (korai promerisztéma kialakuldsa) és
96 ora (késoi promerisztéma kialakulasa) elteltével. Kontrollként a csiraztatd taptalajon levo,
hatnapos csirandvények gyokerét vagy kiilsdleg alkalmazott kezelések esetén, a CK téptalajon
levo, vad tipusu Col-0 névényeket hasznaltuk. Génexpresszios vizsgalatok esetén kontrollként

a vad tipust Col-0 hatnapos csirandvények gyokerét hasznaltuk.

Génexpresszids vizsgalatokhoz és a poliamin tartalom meghatdrozasahoz mintakat a
csiranovények gyokerébdl vettiink, mig a ROS ¢és a NO szintjének meghatarozasadhoz teljes

csirandvényeket hasznaltunk.



Génkifejez6dés vizsgalata (primer tervezés, RNS izolalas és valds idejii kvantitativ PCR)

RNS kivondshoz Quick-RNA™ Miniprep Plus Kitet (Zymo Research, Irvine,
Kalifornia, Egyesiilt Allamok) hasznaltuk a gyarto altal javasolt protokoll alapjan. cDNS
konyvtar eléallitasahoz Revert Aid First Strand cDNA Synthesis Kit (Termo Fisher Scientific)
reagenseinek alkalmazaséaval végeziik a gyartd utasitasai szerint. A génspecifikus primereket a
Primer3 szoftver segitségével terveztilk meg. A vizsgalni kivant gének relativ expressziojat RT-
QPCR segitségével, a qTOWER 2.0 (Analytic Jena AG, Life Science, Jéna, Németorszag),
valamint a CFX384 Touch Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad Laboratories Inc.,
Hercules, Kalifornia, Egyesiilt Allamok) késziilékekkel végeztiik el.

Sztereomikroszkoppal végzett vizsgalatok

A csiranovények gyokerén kialakult hajtdsok szdmat Olympus SZX12
sztereomikroszkoppal (Olympus Corporation, Sindzsuku, Tokio, Japan), fehér LED
fényforrassal (Photonic Optics, Bécs, Ausztria), tizszeres nagyitas mellett hataroztuk meg.
Fotok készitéséhez Olympus Camedia C7070 digitalis kamerat (DScaler szoftver (4.1.15

verzid) hasznaltunk.
Fluoreszcens mikroszkopia

A reaktiv oxigén formdak kimutatdsdhoz 2’-7’°-diklorodihidrofluoreszcein diacetat
(H2DCFDA), a nitrogén-monoxid szintek meghatarozasahoz DAF-FM DA (4-amino-5-

metilamino-2’,7’-difluorofluoreszcein diacetat) festéket hasznaltunk.

A mintdkat Zeiss Axiovert 200M tipusu fluoreszcens mikroszkoppal (Carl Zeiss,
Németorszag) vizsgaltuk, majd tizszeres nagyitas mellett Axiocam HR, HQ CCD (Carl Zeiss,
Jéna, Németorszadg) kameraval képeket készitettiink a hajtdsmerisztéma kialakulas egyes
stadiumaiban. Carl Zeiss™ Axiovision Rel. 4.8 szoftverrel a konvertalddo szerv teriiletéhez
igazitott, valtozoé, a citokinin indukcidt kovetd 24. 6rdban (mitdtikus osztodasi sziinet) 25 pm,
48. oraban (szervkezdemények megjelenése) 30 pm, 72. o6raban (korai promerisztéma
kialakuldsa) 40 um, 96. ordban (kés6i promerisztéma kialakuldsa) 50 um atmérdji korok

teriiletén meghataroztuk a pixelintenzitast, amibdl kdvetkeztettiink a NO és ROF szintekre.



A szabad poliaminok mennyiségének meghatarozasa HPLC-vel

A szabad poliaminok szintéjek meghatarozasa Flores és Galston (1982) modszerével a
(Tari és Csiszar (2003) altal leirt protokoll szerint tortént, JASCO HPLC System (Japan)

segitségével.

A mintak el6készitése utan a benzoil-poliaminokat forditott fazisu oszlopon (Apex C18
5 w; 250x4,6 mm), izokratikus koriilmények kozott, 45:55 (v:v) aranyu acetonitril: viz elegyével
valasztottuk el, és UV detektor segitségével 254 nm hulldmhosszon azonositottuk. A mintak
spermin standardokkal (Sigma-Aldrich, Germany) valo kalibracio segitségével tortént.

Statisztikai analizis

Az adatok statisztikai feldolgozasa és kiértékelése SigmaPlot v.12.0 szoftverrel tortént.
A kontrolltdl val6 szignifikans eltéréseket a varianciaanalizist kdvetden a Duncan-féle teszttel
allapitottuk meg, P<0.05 szinten. Egyéb esetben a szignifikans kiilonbségek meghatarozasara
Student-féle t-tesztet hasznaltuk P< 0.05 (*), 0.01 (**), vagy 0.001 (***) valosziniiségi

szinteken.



Eredménvyek

Kisérleti eredményeink alapjan a kovetkezo megallapitasokat tettiik:

1. Direkt hajtas regeneracidja (oldalgyokér primordiumok hajtasmerisztémava torténo

konverzidja) teljes novények gyokerén is megtorténik.

Kisérleteink soran Rosspopoff és munkatarsai (2017) altal felallitott rendszert vettiik
alapul, melyben a szerz6k gyokér explantumokat hasznaltak. Ismert, hogy a sebzés indukalja a
regeneracid folyamatat. Kimutattuk, hogy a direkt hajtdsmerisztémak kialakulésa és az ehhez

sziikséges citokinin valasz sebzés nélkiil is megvaldsul.

2. A magas Spd/Put arany kapcsolatba hozhaté a citokinin indukalt direkt

hajtasmerisztéma kialakulassal.

Korabbi indirekt rendszerekben tortént megfigyelésekkel megegyezden az OGYP HM
direkt atalakuldsa soran azt talaltuk, hogy a magas endogén Spd/Put arany kapcsolatban all a
regeneracio hatékonysagaval. Ezeknek a poliaminoknak a kiils6 alkalmazasa (Spd>Put) szintén

noveli a direkt HM kialakulas hatékonysagat, megerésitve ezzel is szerepiiket a folyamatban.

Az emlitett két PA fontossagat tovabb erdsiti, hogy az OGYP-HM 4atalakulasa soran fokozodott
a Spd bioszintézissel kapcsolt gének, azaz az AtADC1, az AtSAMDC?2 ¢s AtSAMDCA4, az
AtSPDS1 és AtSPDS2 relativ expresszidja. A Put szintjének kismértékli és atmeneti
megemelkedését magyarazhatja az, hogy a keletkezett Put gyorsan lebomlott vagy spermidinné
alakult. Utobbi feltételezésiinket alatamasztotta az AtASPDS1 ¢és AtSPDS2 transzkript

szintjének, valamint az endogén Spd szintjének ndvekedése a folyamat soran.
3. Az AtPAOS specifikus szerepet tolt be a CK-indukalt direkt hajtas organogenezisben.

A hajtas regeneracio soran a poliamin-oxidazok (AtPAQ1-5) koziil az egyediil az
AtPAOS expresszioja emelkedett meg. Mindemellett, AtPAOS thltermelé ndvényekben
(35S::PAOS5) nétt, amig a Atpao5-mutans (pao5-2) novényekben csokkent a regeneracios

hatékonysag a vad tipushoz képest.

4. Az AtPAOS a termospermin szint szabalyozisan keresztiil hat a hajtismerisztéma

kialakulasara.

Az OGYP HM direkt atalakulas soran 35S::PAOS5 vonalakban nétt, azonban pao5-2

mutans ndvényekben nem valtozott a ROF szintje a vad tipushoz képest. Mindemellett a kiilsé



H>0, kezelés nem, viszont a T-Spm kezelés novelte a regeneracio hatékonysagat a vad tipusa
novényekben. Ezek az eredmények, valamint a 35S::PAOS thltermeld novényekben mért
magas Spd/Put arany mind alatamasztottak azt a feltételezésiinket, mely szerint az AtPAO5
nem a ROF szintek, hanem a T-Spm/Spd homeosztazis szabalyozasan keresztiil fejti ki hatasat
az OGYP-HM atalakulés soran.

5. Az AtPAOS altal fenntartott T-Spm homeosztazis sziikséges a citokinin altal indukalt
hatékony hajtasmerisztéma képzédéshez az oldalgyokér primordiumokbdl, hatasa pedig
a hemoglobinokon (GLB), mint egyik lehetséges szabalyozasi utvonalon Keresztiil
érvényesiil. A magas T-Spm szint negativan szabalyozza a hemoglobin géneket (AtGLB1,
AtGLB2), ugyanakkor noveli az A-ARR gének relativ expressziojat, melyen keresztiil
csokkenti a citokinin érzékenységet, igy gatolva az oldalgyokér primordiumok direkt

atalakulasat hajtismerisztémava.

A hemoglobin gének (AtGLB2, de kiilonosen AtGLB1) expresszioja fokozodott a direkt HM
kialakulas sordn a citokinin kezelt vad tipust névények gyokerében, ugyanakkor kifejezddésiik
csokkent a pao5-2, illetve a T-Spm-kezelt vad tipusu névényekben. Mindemellett, a citokinin
jelatvitel negativ feed-back szabalyozoinak, az A-ARR géneknek a relativ expresszidja is
magasabb volt a pao5-2 gyokerekben a vad tipushoz képest. Mindez azt mutatja, hogy az
AtPAOS az AtGLB-k el6tt hat, és a citokinin érzékenységet valoszintileg a T-Spm szint
fenntartasan keresztiil szabalyozza. Az, hogy a T-Spm ¢és a hemoglobinok milyen jelatviteli

utvonalakon keresztiil szabalyozhatjdk a génexpressziot, tovabbi kutatasokat igényel.

6. A NO nagy koncentracioban befolyasolhatja a direkt hajtasmerisztéma kialakulasat

Bar a GLB-k hatasa a direkt hajtasmerisztémak kialakul4sa soran nem a NO kioltasan keresztiil
valosult meg, a kiilséleg alkalmazott NO (GSNO) csokkentette a direkt hajtasmerisztémak
kialakulasanak hatékonysagat és az AtPAOS relativ expresszidjat, ami azt jelzi, hogy a NO
negativan szabalyozhatja a citokinin érzékenységet az AtPAOS5-6t megeldzden. Azonban ugy
tinik, a NO csak nagy koncentracioban befolyasolhatja kozvetve a folyamatot ¢és
megfigyelésiink fiziologias koriilmények kozott kevésbé lehet relevans. Ezt tamasztjak ala azok
az eredményeink, miszerint az endogén NO-szint nem mutat korreldciot a regeneracios

folyamattal, és nem mutat kiilonbséget a vad tipusu és a pao5-2 mutans gyokerek kdzott.



Summary

The importance of polyamine metabolism in the regulation of plant growth and
developmental processes was demonstrated in several studies. In this work, its involvement in
the cytokinin-induced direct (without callus formation) shoot meristem formation from lateral
root primordias (LRPs), was proved. Regeneration rate was correlated with a high endogenous
Spd/Put ratio. In agreement, the expression of the genes related to Spd synthesis (4tADC1,2,
AtSAMDC?2,4, AtSPDS1,2) and the back-conversion of T-Spm/Spm to Spd (4tPAOS5, but not
AtPAOI-4) was enhanced following the cytokinin treatment. Although, ectopic expression of
AtPAOS resulted in elevated ROS level, in pao5-2 mutants it was not changed during the
formation of direct shoot meristems compared to the wild type plants. Furthermore, not
exogenously applied H>O», but T-Spm decreased the regeneration potential in wild-type plants
in comparison to the untreated controls. These results, as well as the high Spd/Put ratio in
35S::PAOS5 overexpressing plants, are in line with our hypothesis that AtPAOS influences the
shoot regeneration potential not through the regulation of ROS levels but controlling the T-
Spm/Spd homeostasis. We concluded that T-Spm homeostasis which is maintained by AtPAOS
is required for efficient cytokinin-induced shoot meristem formation from LRPs. Furthermore,
expression of GLB genes (4tGLB1 and AtGLB2) was negatively regulated by high T-Spm
levels, while that of coding of A-type ARRs augmented and the cytokinin sensitivity was

lowered.

Although the effect of GLBs on the formation of direct shoot meristems was not related
with NO scavenging activity, high NO level inhibited the relative expression of AtPA0S5 and
shoot meristem formation. An important task that remains for the future is naming the elements

of the signalling steps that link T-Spm and AtGLB1/2 to gene expression regulation.
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