Tartalomjegyzék

Gyakrabban elé6fordulé roviditések
1. Bevezetés
2. Irodalmi 6sszefoglalas
2.1. Az oxidativ stressz, a reaktiv oxigénformak karositod hatdsai
2.2. Szelektiv génindukcid biotikus stressz és H>O, esetén; reaktiv oxigénformak
szerepe az akklimatizacioban
2.3. Az enzimatikus védd mechanizmusok
2.4. Glutation, a nem-enzimatikus védé mechanizmus része
2.5. A glutation S-transzferazok
2.5.1. altalanos jellemzésiik, csoportositasuk, szerkezetiik
2.5.2. a GST-k funkcioi
2.5.3. a GST-k kapcsolata az auxinokkal
2.6. Az auxin jelentdsége
2.6.1. Az IES szerepe a novekedési és fejlodési folyamatokban
2.6.2. Hormon autotréfia
2.6.3. Az auxin-indukalt jelatvitel
2.7. Az etilén
2.8. A mas promoter
3. Célkitiizés
4. Anyag és modszer
4.1. A kisérletekben hasznalt kalluszok el6allitasa, fenntartasa, a kezelések
kivitelezése
4.2. Aldehid oxidaz aktivitasanak vizsgalata nativ gélben
4.3. IES oxidaz aktivitds mérése
4.4. Kationok mennyiségének meghatdrozasa
4.5. Antioxidans enzimek aktivitasdnak mérésénél alkalmazott modszerek
4.7. Etilén képzddésének meghatarozasa

4.8. B-glukuronidaz aktivitds mérése

AN & WU W

10
12
14
14
14
18
19
19
21
23
28
30
31
33

33
34
34
35
35
37
38
38



5. Eredmények és értékelésiik
5.1. Az auxin autotrof és heterotrof kalluszok novekedése €s auxin
metabolizmusuk
5.2. A kalluszok novekedése kiilonb6z6 homérsékleten ill. abiotikus
stresszorok jelenlétében
5.3. Sostressz hatasanak tanulmanyozasa auxin heterotrof és autotrof
sejtvonalakban
5.3.1. 100 mM NacCl hatasa a kationok mennyiségére
5.3.2. Sostressz hatasa az antioxidans enzimek aktivitasara,
a H,O, tartalomra és az etiléntermelésre
5.3.3. Glutationhoz kapcsolodo védekezd enzimek aktivitasanak
¢s a malondialdehid szintjének alakulasa
5.4. Exogén H,0, hatasa a kalluszok novekedésére, GST és GSH-PX aktivitasara
5.5. Exogén auxin hatasanak tanulmanyozasa a kalluszok novekedésére, GST-
és mas1’::GUS aktivitasara
5.6. 2,4-D hatasa a kalluszok etilén termelésére
5.7. Az etilén receptor gatlo NBD hatasa a GST- és GUS aktivitasokra
5.8. Az auxin-etilén interakci6 eltérésének feltételezett okai a heterotrof
¢€s auxin autotrof kalluszokban
6. Osszefoglalas
7. Summary

8. Felhasznalt irodalmak jegyzéke

40

40

43

45
45

47

52
54

57
59
60

62
66
71
76



2,4-D
2,4,5-T
ABP1
ACC
ALA

AO

APX
ARF(7)
Aux/IAA
AXRI1
CDK(A,B,D)
CDNB
CHP
CTRI1
CYC(A,B,D)
DHA
DHAR
DTT

El, E2, E3
ECR1

EIN (2-6)

ERF1
ERS(1,2)
ETR(1, 2)
GPX

GR

GSH
GSH-PX

Gyakrabban el6fordulé roviditések

2,4-diklor-fenoxiecetsav

2.,4,5-klorfenoxiecetsav

auxin binding proteinl, feltételezett auxin receptor
I-aminociklopropan-1-karbonsav

d-aminolevulinsav

aldehid oxidaz

aszkorbinsav peroxidaz

auxin response factor, auxin-valasz faktor

auxin-altali indukciéval azonositott auxin-valasz fehérje
auxin resistant 1 mutansban azonositott fehérjel
ciklin-fiiggd protein kindzok

1-kl6r-2,4-dinitrobenzol

kumén hidroperoxid

constitutve triple responsel mutansban azonositott fehérje
A,B, vagy D-tipust ciklin

dehidroaszkorbinsav

dehidroaszkorbinsav reduktaz

ditiotreitol

az ubiquitinalasi Ut E1, E2, E3 enzimeinek jelolése

E1 enzim C-terminalis részével homolog fehérje
ethylene insensitive (2-6), etilén-inszenzitiv mutansokkal azonositott
fehérjék

ethylene response faktor 1, etilén-vélasz faktor

ethylene response sensors (1,2), etilén-valasz szenzor
ethylene receptor (1,2), etilén receptor

guajakol peroxidaz

glutation reduktaz

redukalt glutation

glutation peroxidaz



GSSG
GST

GS-X

GUS
4HNE
IAAld

IAld

IES

MAPK
masl’ promoter
MDA
NBD

ocs

par (4,B,C)
RUB

SCF

SOD

surl

TIR1
a-NES

glutation diszulfid, vagy oxidalt glutation
glutation S-transzferaz
glutation S-konjugatum
[-glukuronidaz riporter gén
4-hidroxinonenal
indol-3-acetaldehid
indol-3-aldehid
indol-3-ecetsav
mitogén-aktivalta protein kinaz
mannopin szintdzl promotere
malondialdehid

2,5-norbornadién

oktopin szintaz promoéterben azonositott elemek

auxin-regulalt protoplaszt gének

related to ubiquitin, ubiquitinhez hasonl6 fehérje

ubiquitin-protein ligdz komplex
szuperoxid dizmutdz

superrootl, auxin-tultermeld mutans

auxin transport inhibitor resistant I mutansban azonositott fehérje

o-naftilecetsav



1. Bevezetés

A klasszikus  novényélettani  kutatdsok  fontos fejezete a  ndvényi
novekedésszabalyozo anyagok hatasanak vizsgalata, és az auxin felfedezésétdl szamitott
mintegy 75 év alatt ezek a kutatasok aktudlisak maradtak és idOrél-idore a szakmai
figyelem kozéppontjaba keriilnek. A legfontosabb bioldgiailag aktiv vegyiiletek
azonositdsa utdn az anyagcserefolyamatok felderitése, majd gyakorlati, szovettenyésztési
alkalmazasa lett a vizsgalatok célja. Az in vitro sejt- és szovetkulturas kisérletek
bebizonyitottak, hogy kiilonb6z6 ndvényi hormonok sziikségesek a sejtosztodashoz, az
osztodas, a novekedés és differencidlodés, a szervek kialakuldsa, azaz az egyedfejlodés
szabalyozasa kapcsolatban van kiillonb6z0 gének expressziojaval és bizonyos fehérjék,
enzimek meghatdrozoak a folyamatok specifikussdga szempontjabol. A novények
novekedését ¢és a terméshozamot nagyban befolyasoljadk a kornyezeti tényezdk, de a
karositd hatasok és az ezekhez torténd alkalmazkodds vizsgalata nemcsak a mezdgazdasagi
alkalmazés szempontjabol érdekes. A ndvény kiils6- €s belsd (kdrnyezeti ill. hormonalis)
hatasokra bekovetkezd valaszreakcidinak megértése, a folyamatban szerepld 1épések ¢€s
kapcsolatrendszeriik felderitése a kutatasok hossz tavl feladata. Nagy haladas tortént a
jelatvitelben résztvevd molekuldk, anyagcsereutak ¢és szabalyozasi mechanizmusok
megismerésében, a ndvényi sejtek, szovetek mitkodése bonyolult folyamatok dsszehangolt
halézatanak eredménye. Ennek a megismerési folyamatnak csak a kezdetén vagyunk.

A molekularis bioldgia fejlodésének és alkalmazasanak koszonhetden évrol-évre
nagyon sok gén, sét egyre tobb ndvényi genom teljes szekvencidjanak megismerésérol
szamolnak be a tudomdnyos folyoiratokban, kiilonféle adatbazisok allnak
rendelkezésiinkre egy-egy folyamatban fontos szerepet jatszo DNS-szakasz vagy mRNS
szerepének azonositasdhoz, funkcionalis vagy evolucios homologia kereséséhez. A gének
szerkezetének megismerése utan is, a funkcidé ¢és a miikodés szabalyozasanak
tanulmanyozéasa soran a molekularis modszerek szerves egységet kell, hogy alkossanak a

sejt-, szovet-, vagy ndvény szinten végzett élettani vizsgalatokkal.



2. Irodalmi osszefoglalas

2.1. Az oxidativ stressz, a reaktiv oxigén formak karosito hatdsai

Az evoluci6 soran kifejlédott aerob metabolizmus nagyon hatékony ugyan, de az
oxigén jelenléte a sejtekben potencidlis veszElyt jelent a biokémiai folyamatok és a

szerkezeti elemek szdméra. Az O, — H,0 redukcié kozben igen reaktiv szabad gyokok

vagy vegyiiletek keletkezhetnek, pl. a szuperoxid gyok (O, "), hidroxil gyok (OH"), és a
H,O, (2.1. abra). Bizonyos esetekben a reaktiv oxigén formék koncentracioja
megemelkedhet. Ha képzddésiik sokkal nagyobb ardnyu, mint lebontasuk, oxidativ stressz
alakul ki. Oxidativ stressznek sziikebb értelemben a reaktiv oxigénszarmazékok altal
eldidézett sejtkarosodast nevezziik. A legtobb kornyezeti stresszhatdsnak van oxidativ
komponense, kiillonb6z6 sejtkompartmentumokban jelenhetnek meg reaktiv oxigén
formak. Kiilonosen gyakran keletkezhetnek a kloroplasztiszban, ugyanis pl. az 6zon, a
szarazsadg- ¢és sostressz, a magas vagy alacsony homérséklet is gatolja a CO, fixaciot,

crer

fotokémiai rendszerhez (PSI) kapcsolodo fotoszintetikus elektron transzportlanc redukalt

allapotu lesz, az elektronokat az oxigénmolekula veszi at, szuperoxid gyokanion (O,7),
majd ebbdl mas reaktiv oxigénforma keletkezik (2.1. dbra). A mitokondriumban a 1égzési
elektron transzportlanchoz kapcsolédva hasonld folyamatok jatszodhatnak le. A lanc elsd
1épése energiaigényes, azonban a tovabbi atalakulasok spontan is végbemehetnek (Vranova

és mtsai, 2002).

A keletkezd szabad gyokok kozil a O, kinonokat és Fe’'-, Cu®'-tartalmu

fémkoplexeket is redukalhat, igy befolyasolhatja kozvetleniil a fémtartalmi enzimek

aktivitasat. A O,~ konnyen alakul H,O, -d4, dizmutalasat a szuperoxid dizmutaz (SOD)

enzim segiti, de vizes oldatokban egy proton felvételével perhidroxi gydk (HO') is
keletkezhet, ami a membranba jutva a tobbszordsen telitetlen zsirsavakbol és lipid
hidroperoxidokbol hidrogén atomot von el, igy inicidlva a zsirsavak autooxidaciojat
(Halliwell és Gutteridge, 1989; Vranova és mtsai, 2002). A reaktiv oxigénvegyiiletek egyik
legkarosabb hatdsa a membranlipidek peroxidécidja, amely igen toxikus vegyiileteket

eredményez, mint a 13-hidroperoxi-linolénsav vagy a malondialdehid (MDA) és a 4-



hidroxi-alkenélok. Ezek a molekulak kozvetleniil is karositjak a DNS-t, RNS-t, a fehérjéket
¢s a membranokat, enzimeket gatolnak, csokkentik a DNS- és fehérjeszintézist (Mittler,
2002).

A H,0, hosszabb ¢letidejii, diffuzibilis oxigénvegyiilet, amely enzimeket
inaktivalhat a tiol csoportjukat oxidalva - pl. a Calvin-ciklus enzimeit, Cu/Zn SOD ¢s Fe
SOD izoenzimeket (Charles és Halliwell, 1980; Bowler és mtsai, 1994) - és a sejten beliil
molekularis, biokémiai és fiziologiai valaszreakciok sorat indukélhatja. H,O, keletkezhet
szinte minden sejtpartikulumban, igy a kloroplasztisz ¢és mitokondrium mellett a
peroxiszomakban, citoszolban és az apoplasztban is (2.2. abra). Specifikus enzimek
miuikddése is vezethet H,O, képzddéshez, igy az apoplasztban a NADPH oxidaz, sejtfal
peroxiddzok, amin oxid4azok termelhetnek H,O,-ot (Vranova és mtsai, 2002; Neill és mtsai,

2002). Hidroxil gyokké alakuldsaval (Haber-Weiss vagy Fenton reakcid soran

elektronfelvétellel) még toxikusabb vegyiilet keletkezik, ugyanis a OH" azonnal reagal
kiilonboz6 fehérjékkel, lipidekkel, DNS-sel, gyors sejtkarosodast eldidézve, és a sejt nem

rendelkezik ellene védd enzimekkel.

By et 02—>H202 —-—> OH’ -——>H20

Haber-Weiss/
Fenton
reaction

2.1. abra: Reaktiv oxigén formak képzddése és atalakuldsuk (Vranova és mtsai, 2002).

A reaktiv oxigén formak keletkezése a sostressz karositd tényezdinek is fontos
eleme. A magas sokoncentracid elsdsorban a vizhaztartasban és ionhomeosztazisban okoz
zavarokat sejt- és teljes novény vonatkozasaban is; novekedésgatlashoz, pusztulashoz
vezethet. A NaCl stressz esetén fellépd karosodasok kivédésének tobb lehetdsége van. A
novény csokkentheti a bejutd Na' mennyiségét pl. Na'- felvétel gatlasaval, Na'/H"

antiporter aktivitasok indukalasaval, vagy a citoplazmabdl sejtorganellumokba, elsésorban



a vakuolumba torténd transzportjaval. A viz- és ozmotikus homeosztazist a megvaltozott
viszonyok kozott is igyekszik a sejt (ndvény) helyredllitani, Osszetett molekuldris
valtozasok figyelhetok meg, kozottik ozmotikusan aktiv anyagok és stresszfehérjék
szintéziséhez vezetd 1épések. Az aktivalodo vagy Gjonnan megjelend proteineknek szerepe
lehet a karositd reaktiv oxigén formak elleni védekezésben, a sejt struktarajanak

megdrzésében (Zhu, 2001).
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2.2. abra: Aktiv oxigén gyokok ellen védd enzimatikus mechanizmusok a ndvényi sejtben.
Alkalmazott roviditések: SOD: szuperoxid dizmutdz; Cat: kataldz; AsA:
aszkorbinsav; APX: aszkorbinsav peroxiddz; MDA: monodehidro-aszkorbat;
MDASAR: monodehidro-aszkorbinsav reduktaz; DAsA: dehidro-aszkorbat;
DAsAR: dehidro-aszkorbinsav reduktdz; GSH: redukalt glutation; GSSG:
glutation diszulfid; GR: glutation reduktdaz; GPX: glutation peroxidaz; OX:
NADPH oxidéaz; POD: peroxidaz. (Shigeoka és mtsai, 2002)



2.2. Szelektiv génindukcio biotikus stressz és H,O0; esetén; reaktiv oxigénformak szerepe

az akklimatizacioban

Bar kezdetben a reaktiv oxigén formakat sejtre karos vegyiileteknek tartottak, az
ujabb adatok szerint szerepet jatszanak a sejtek kiilonb6zé hatasokra kialakulo
valaszreakcioinak kozvetitésében mind novényekben, mind allatokban.

A H,0, diffuzibilis jel szerepét a ndvényi védekezésben szerepet jatszo gének
indukcigjaban Levine €s mtsai 1994-ben bizonyitottak szdja sejtek patogén fertézésével. A
fertozott és nem fertdzott sejtek kozé H,O,-ot bontd kataldz enzimet juttatva a jel
diffuzioja a szomszédos nem-fertdzott sejtekbe, és igy azokban a védekezd gének
indukcidja blokkolhatd volt. Nagyobb H,O, koncentracid6 mar rovid ideig (kb. 1 o6ra)
alkalmazva is elegendd volt a patogénfertdzéskor megfigyelhetd, lokalizalt, programozott
sejthalal kivaltasdhoz. A jelenséget késébb igazoltdk Arabidopsis sejtkultiradban is
(Desikan és mtsai, 1998), és olyan transzgénikus novények esetében, amelyek H,O,-védo
mechanizmusukban karosodtak (pl. kataldz-hidnyos dohany névények), vagy a NADPH
oxidaz enzim taltermeltetése miatt tobb H,O, -ot tartalmaztak (Chammongpol és mtsai,
1998). Exogén H,O, kezeléssel ki lehetett valtani biotikus ¢és kiilonbozd abiotikus
stresszfajtdkkal szembeni tolerancidt is (Van Camp és mtsai, 1998; Desikan és mtsai,
2000).

Megfigyelték, hogy egy stresszor alacsony intenzitdsu hatasaval indukalni lehet a
nagyobb mértékii stresszel szembeni ellenallosadgot. Ezt edzésnek, ill. a kedvezétlenebb
koriilmények kozott is tulélést biztositd folyamatot akklimatizacionak nevezziik. Kukorica
csirandvények alacsony homérséklet altal kivaltott akklimatizacidja a megemelkedett
antioxidans mechanizmussal volt 6sszefliggésben (Prasad és mtsai, 1994). Az 6szi buza
kezelése exogén H,0O,-dal vagy katalaz inhibitorral ugyanazon fehérjék szintézisét
indukalta, mint az alacsony homérséklet (Matsuda ¢€s mtsai, 1994). A megemelkedett H,O,
szint jel lehet, ami antioxidativ enzimeket indukal, mint pl. katal4z, glutation S-transzferaz,
amelyek védik a novényeket a termeldd6 H,O, és mas karos vegyiiletek ellen (Inzé és Van
Montagu, 1995; Vranova és mtsai, 2002). Arabidopsis-ban 113 gén expresszidjanak
modositasat bizonyitottak exogén H,O, hatdsara, az indukalodo géntermékek kozott
talalhatdo pl. DNS-karosodast javitd protein, protein kinaz és Oregedéssel kapcsolatos
fehérje is (Desikan és mtsai, 2000 ).

Eltéré stresszorok hatasara bekdvetkezd altalanos jelenség a H,O, szintjének

emelkedése, ami jelzi kulcsszerepét az akklimatizdcioban és megmagyardzza, hogy egy



stresszel szembeni akklimatizaci® hogyan biztosit mas stresszel szemben jobb
ellenalloképességet (keresztrezisztencia) (Neill és mtsai, 2002). Exogén H,O, alkalmazasa
kis koncentracibban meg tudja ndvelni a stressztoleranciat pl. alacsony ¢€s magas
hémérséklettel szemben, de ndvekedésgatlast eredményezhet (Prasad és mtsai, 1994; Foyer
eldkezeléssel virulens patogén fertdzéssel szembeni rezisztenciat lehetett elérni (Sharma és
mtsai, 1996). Hostressz-kezelés is toleranciat indukalt a késdbbi patogén fertdzéssel
szemben (Vallelian-Bindschedler és mtsai, 1998).

Az altalanossagok ellenére a kiilonbozd stresszhatdsra adott sejtvalaszok bizonyos
foku specifitdst mutatnak, és a H,O, nem minden stresszhatas esetén indukalja a valaszt.
Egyre tobb adat tdmasztja ala, hogy az aktiv oxigénformak a jelatviteli itban szerepet
jatsz6 mas molekuldkkal kolcsonhatva tobb mechanizmuson keresztiil fejtik ki hatasukat.

Az inkompatibilis mikroba-névény kapcsolatban, a patogén fertézésre adott
hiperszenzitiv reakcidé folyamatainak tanulmanyozasa soran bizonyitottdk, hogy a H,O,
keletkezésével egyidejiileg nitrogénmonoxid (NO) is keletkezik, amely a fehérje-fehérje
kolcsonhatasokat modosithatja sokrétli és attételes folyamatokon keresztiil. Diszulfid
kotések vagy protein-glutation kevert diszulfidok képzdédhetnek, amelyek a kiilonbdzo
jelatviteli utakban transzkripcids faktorok, protein kinazok, protein foszfatdzok aktivitasat
modosithatjak (Foyer és mtsai, 1997; Delledonne és mtsai, 2001). Az egyéb jelatvivo
molekulak koziil az etilén, abszcizinsav, szalicilsav, jAzmonsav szerepét is bizonyitottak a
novényi védekezd gének aktivalasdban (Bowler és mtsai, 1989; levins és mtsai, 1995;

Overmyer €s mtsai, 2000).

A H,0O, mellett és téle részben fliggetleniil a O, is idézhet eld sejthalalt, mint azt
Arabidopsis mutansokban bizonyitottak (Jabs és mtsai, 1996; Overmyer ¢és mtsai, 2000), és

crer

2.3. Enzimatikus védo mechanizmusok

Az oxigéntartalmi gyokok keletkezéséhez vezetd fontosabb reakcidkat és a védo
mechanizmusokat a 2.2. 4dbra szemlélteti. A reaktiv oxigén formék elleni enzimatikus

védekezd rendszer elsé vonalat a szuperoxid dizmutdzok jelentik, amelyek a szuperoxid

10



gyokok kovetkezo reakciojat katalizaljak:

20,7 +2H" - H,0,+ 0,

Minden aerob szervezetben eloforduld, fémtartalm enzimek. A bennik talalhatdo fém
prosztetikus csoport alapjan 3 {6 tipusuk van, névényekben mindharom eléfordul. A Fe
SOD a kloroplasztiszban, a Mn SOD a mitokondriumban és a peroxiszomakban, a Cu/Zn
SOD a legtobb sejtpartikulumban, igy a citoplazmaban, kloroplasztiszban, peroxiszomaban
¢s sejtfalban lokalizalodik (Alscher és mtsai, 2002). Az enzim aktivitdsa stressz hatdsara
altalaban megemelkedik, pl. a szarazsagtliré dohany fajoknal nagyobb mértékben, mint az
érzékeny novényeknél (Willekens és mtsai, 1994 ).

A sejt szamara toxikus H,O, elbontdsat elsésorban a katalazok és peroxidazok
végzik. A kataldz hem tartalmt tetramer enzim, amely fOként a peroxiszoméakban és
glioxiszoméakban valamint a mitokondriumokban fordul el6. A H,O, atalakitasa sordn az
enzim két 1épésben koti a H,O,-t, a reakcid eredményeként viz és O, keletkezik, majd az
enzim szabadda valik. A folyamat a kdvetkezd egyenlettel 6sszegezheto :

2H,0, — H,0+0,

Willekens ¢€s mtsai (1994) Nicotiana plumbaginifolia-ban 3 katalaz gént azonositottak, €s
megallapitottak, hogy mindegyiknek mas specifikus H,O,-termelé folyamatban van
szerepe. A CATI gén terméke a fénylégzés soran keletkezd H,O, eltavolitasaban, a CAT3
géné a glioxiszoémakban a zsirsavak B-oxidacioja soran keletkezé H,O; elleni védelemben,
a CAT2 gén specifikusan az oxidativ stressz soran keletkezé6 H,O, eliminalasaban jatszik
szerepet. Savas kozegben a kataldz is peroxidativ aktivitdst mutat, H,O, segitségével pl.
metanolt, etanolt, hangyasavat vagy fenolszarmazékokat képes oxidalni.

A peroxidazok szamos kiilonbozé reakciodt katalizalhatnak. Elettani funkciojukat
tekintve egyik nagy csoportjukba azok a peroxidazok tartoznak, amelyeknek alapvetd
szerepe a reaktiv oxigénformak atalakitasa. Jelentdségiik a H,O; és szerves hidroperoxidok
elleni védekezésben van. A sejtkomponenseket H,O,-dal vagy szerves hidroperoxidokkal
oxidaljak, altalanossagban a kovetkezd folyamat szerint:

AH; + H;O, — A + 2 H,0, vagy

AH,;+ ROOH — ROH +H,0,
ahol AH, a redukalt eletrondonort, ROOH és ROH a szerves hidroperoxidot és a megfeleld
alkoholszarmazékot jeldli. Ide tartoznak pl. az ¢élesztokben a citokrom c peroxidazok,

emldsokben a glutation peroxidazok, a ndvényekben az aszkorbinsav peroxiddzok (APX),

amelyek a kloroplasztiszban, mitokondriumban, a peroxiszomalis membranhoz kotve, a
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citoplazmaban és az apoplasztban is megtalalhatoak nagy mennyiségben (Asada, 1992;

Shigeoka és mtsai, 2002). Ujabban kimutattak novényekben is a glutation peroxiddzokat

(GSH-PX), amelyek stresszhatasra indukalodnak (Beeor-Tzahar és mtsai, 1995). Fehérje
analizis és génszekvencia homoldgia segitségével megallapitottak, hogy a névényi GSH-
PX enzimek a foszfolipid hidroperoxid glutation peroxidazok csalddjaba tartoznak. A
foszfolipid hidroperoxid GSH-PX-k funkcidja kiilonbozé alkil hidroperoxidok, koztiik a
lipid peroxidok redukciodja; ezért legfontosabb szerepiik a lipidperoxidacids termékek

mennyiségének csokkentése (Eshdat és mtsai, 1997).

A novényi peroxidazok masik nagy csoportjat olyan enzimek alkotjak, ahol az e~ -

donor fizioldgiai szereppel bir. Osszefoglalo elnevezésiik guajakol peroxidiz (GPX), a

kimutatasukra altalanosan hasznalt guajakol szubsztrat alapjan. Elektrondonorként sokféle
molekuladt haszndlhatnak, kulcsszerepet toltenek be pl. a lignin bioszintézisben, IES
lebontasban, etilén bioszintézisben (Garcia-Florenciano és mtsai, 1991; Hatfield és mtsai,
1999, Quiroga ¢és mtsai, 2000). A mikodésiiknél felhasznalt H,O, intracellularis
mennyisége szigoruan szabalyozott, szamitdsok szerint a steady state H»O, koncentracio

altalaban 5-15 uM (Asada, 1992; Polle, 2001).

2.4. A glutation, a nem-enzimatikus védémechanizmus része

Szabadgyok kioltd hatdssal kiilonboz6 kis molekulastlya vegyiiletek is
rendelkezhetnek, amennyiben a reaktiv oxigénformakkal kozvetleniil reagalva tdliik
elektront vonnak el, vagy azoknak protont adnak at. Ennek a nem-enzimatikus védo
rendszernek tagja pl. az aszkorbinsav, a-tokoferol €s a glutation.

Az oxidativ stressz soran képzédd gyokok - és kiillondsen a tovabbalakulasukkal

crer

crer

abra). A redukalt glutation (GSH) egy tripeptid (y-Glu-Cys-Gly), a dehidroaszkorbinsavat
(DHA) redukélja nem-enzimatikusan €s dehidroaszkorbinsav reduktdz (DHAR) enzim &ltal
katalizaltan is. A folyamat soran glutation diszulfid, altalanosan hasznélt elnevezéssel
oxidalt glutation (GSSG) keletkezik, amelynek visszaredukalasat a glutation reduktaz (GR)
enzim végzi a funkciondlisan kapcsolodo aszkorbinsav ciklus elemeivel egyiitt. Ebben az
esetben a glutation a ciklus tagjaként kozvetve vesz részt a keletkezett reaktiv oxigén

gyokok és H,O, eltavolitdsdban. A glutation a H>O,-dal kozvetleniil nem reagal, de pl. a
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peroxiredoxin enzimek GSH felhasznalasaval redukaljak a H,O,-t vizzé (Dickinson és
Forman, 2002), és a lipidperoxidacios termékek atalakitasat végz6 GSH-PX enzim
regeneracidja is redukalt GSH felhasznalasaval torténik; a folyamatok soran GSH—GSSG
atalakulas jatszodik le (Noctor és mtsai, 1998).

A GSH kozvetlen szabadgyokkiolto szerepe a kdvetkezoképpen irhato le:
R+ GSH — RH + GS’
GS" + GS™ — GSSG™
GSSG™+ 0, —» GSSG + 0O,

(A szuperoxid gyok a kordbban emlitett reakciok szerint alakulhat tovabb kevésbé reaktiv
formava.) Az Osszes glutation 90-99 %-a redukalt formaban van jelen. Koncentracioja a
citoplazmaban és a kloroplasztiszban mM-os nagysagrendii (Foyer és Halliwell, 1976;
Vranova és mtsai, 2002). Stressz hatasra a GSH szint altaldban de novo szintézis
eredményeként emelkedik (May és Leaver, 1993; Noctor és mtsai, 1998). A GSH a
legfontosabb nem-fehérje tiolkomponens a sejtben, amely redox pufferként szerepelhet
(Foyer és Halliwell, 1976; Noctor ¢és mtsai, 2002). Oxidativ stressz esetén gyakran
megfigyelheté a GSH/GSSG arany eltolodasa, ami a sejt redox allapotanak meghatarozoja
¢és regulacios jelentdsége is van. Az —SH csoportok, ill. diszulfid kotések fontos szerepet
toltenek be a fehérjék térszerkezetének alakulasaban, allapotvaltozasuk bizonyos enzimek
aktivalasdhoz vagy inaktivalasahoz vezethet (Foyer €s mtsai, 1997; Dickinson és Forman,
2002). A GSH ,,pool” a szabad szulfhidril csoportok védelmét biztositja, mig a GSSG a
fehérjék szabad —SH csoportjahoz kapcsolodva kevert diszulfidokat képezhet:
GSSG + protein-SH « protein-SSG + GSH

A GSH szint ill. a GSH/GSSG arany ¢és redox allapot géntranszkripcios
aktivatorként is fontos szerepet tolt be: indukélhatja bizonyos védekezd gének
expresszigjat és ezt kovetden pl. a patogénellenes fitoalexinek, patogenezis-kapcsolt
fehérjék, glutation S-transzferazok szintézisét. A GSH kofaktora a glutation S-transzferaz

(GST) enzimnek, amely részletesebb bemutatasra kertil.
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2.5. A glutation S-transzferdzok

2.5.1. Altalénos jellemzésiik, csoportositasuk, szerkezetiik

A GST-k a baktériumoktdl az emldsokig altaldnosan eléforduld tobbfunkcios
fehérjék. Legismertebb reakcidjuk a GSH kapcsolddasanak katalizaldsa endogén vagy
exogén eredetli elektrofil molekulakhoz. Az Arabidopsis genomban tobb, mint 25 GST
gént azonositottak. A géntermékek elsddleges szerkezete és szubsztrat specifitdsuk nagy
variabilitast mutat. A legjobban tanulmanyozott emlds GST-ket 6 f6 osztalyba soroltak, a
novényi izoenzimek egy része besorolhatd ezekbe, de elkiilonitettek két novényspecifikus
osztalyt is (2.3. abra; Edwards és mtsai, 2000). Az intronok szdma és pozicidja a GST
génekben minden csoporton belill meghatirozott, lehet 1, 2 wvagy 9 is; a
szekvenciaazonossag az azonos osztalyba tartozo gének esetében ugyan meghaladja az 50
%-ot, de az osztalyok kozott csak 10-30 %.

Altalaban citoszolikus enzimek, az azonos osztalyba tartozd alegységekbdl
feltehetden spontan képzddnek a mono- ill. gyakrabban heterodimerek. Rontgendiffrakciods
szerkezetvizsgalatokkal megallapitottak, hogy az eltér6 aminosavszekvencia ellenére a
fehérjék haromdimenzios szerkezete nagyon hasonld. Globularis dimerek, az alegységek
kozott kozépen nagyobb molekuldk szdmara is jol hozzaférhetd aktiv centrum taldlhato.
Minden alegységben az N-terminalis domén tartalmazza a szelektiv GSH-kotd helyet (G-
site), a nagy szekvencia-variabilitast mutaté C-termindlis domén pedig a koszubsztrat-koto,

un. hidrofob szubsztrat helyet (H-site) (Reinemer és mtsai, 1996; Edwards és mtsai, 2000).

2.5.2. A GST-k funkcioi

Detoxifikacié GSH konjugacidval

A GST izoenzimek széles szubsztratspecifitisa azzal magyardzhatd, hogy
valamennyi szubsztratjdnak kémiai szerkezetében meghatidrozo egy kettds kotéssel is
rendelkezd szénatomhoz kapcsolodoé elektronegativ csoport (pl. -NO,, -CHO, -COCH3;,
-CN vagy -CONH;) (Talalay és mtsai, 1988; Marrs, 1996).

A novényi GST-k elsé ismert funkcioja a fotoszintetikus gyomirtészerek GSH
konjugacioval torténd detoxifikacidja volt, amely a gyomirtoszerek szelektivitasat

magyardzza: a rezisztens biotipusok GSH-herbicid konjugatumokat képeznek (Frear,1970).
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GST detoxification

Sigma Isomerase
MAAI

GPOX detoxification
Hormone responsive

Phi Ligandin
GST detoxification
Ligandin, isomerase, GPOX detoxification
GST detoxification
GPOX detoxification

2.3. abra: Glutation S-transzferdz osztalyok és feltételezett filogenetikai kapcsolatuk,
jelezve az osztalyok kozti tavolsagot és az egyes osztalyokon beliili diverzitast,
¢és feltlintetve az osztalyba tartozd enzimek funkcidjat (GST detoxifikalas,
detoxifikalas glutation peroxiddz = GPOX aktivitassal, ligandin, izomerdz
funkcidk és/vagy novényi hormon vélaszban jatszott szerep). (Edwards és
mtsai, 2000)

GST aktivitas indukcidjaval lehet kapcsolatba hozni bizonyos antidétum (safener)
vegyiiletekkel torténd eldkezelés hatasat is tiokarbamat ¢és kldracetamid gyomirtdszerekkel
szembeni ellenalloképesség novelésében (Fuerst és Gronwald, 1986; Dean és mtsai, 1990;
1991). Az antidotumok Onmagukban nem toxikusak, de szerkezetileg hasonloak a
gyomirtoszerekhez; hatasmechanizmusukrél bebizonyosodott, hogy a mezdgazdasagilag
fontos novényekben szelektiven indukaljak a GST aktivitast és igy a herbicid GSH
konjugacioval kezd6do hatéstalanitasat (Fuerst és mtsai, 1993; Marrs, 1996). A folyamat
nemcsak exogén eredetli ,,xenobiotikumok”, hanem endogén vegyiiletek esetén is
végbemegy. Patogén altal indukalt GST izoenzimekrdl megallapitottdk, hogy szerepet
jatszhatnak a  ndvényi, gomba vagy mikroorganizmus eredetli elicitorok
hatdsmechanizmusaban is (Darvill, 1984). A GST-k szerepét sokaig abban tartottak
legfontosabbnak, hogy a reaktiv oxigén gyokok altal inicialt oxidativ karosodas toxikus
termékeit, ill. a  citoszolban  keletkezd, esetleg fitotoxikus  madasodlagos

anyagcseretermékeket GSH-val konjugéljak, igy jelolve meg azokat a transzmembran
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transzporthoz. A glutation S-konjugatumokat (GS-X) a tonoplasztban taldlhato in. GS-X
pumpa ismeri fel és juttatja a vakuolumba, ahol a konjugdtumok altaldban tovabbi
atalakulason mennek keresztil. Az endogén ndvényi produktumok GSH Aaltali
igazolasa mégsem tortént meg, feltechetden a kivonasi eljards alatt a konjugatumok
degradalodnak pl. a vakuolumnedv pH-t csokkentd hatasa miatt, enyhén savas pH-n a

konjugdtumok mar nem stabilak (Marrs, 1996; Li és mtsai, 1997; Edwards és mtsai, 2000).

Glutation peroxidaz aktivitas

Néhany GST izoforma GSH-PX aktivitassal is rendelkezik. Bartling és mtsai
(1993) kimutattdk az Arabidopsis PM239 GST-r6l, hogy szubsztratjai kiilonbozo
lipidperoxidok, mint pl. a 13-hidroperoxi-linolénsav és a glutation peroxidazok
modellszubsztratja, a kumén hidroperoxid. Kiilonb6z6 osztalyba tartozd enzimekrol
mutattdk ki, hogy aktivan detoxifikaljdk a 4-hidroxinonenalt (4HNE), a membranok
oxidativ karosodasanal keletkezd vegyliiletet (Cummins €és mtsai, 1997; Gronwald és
Plaisance, 1998). A GST-k a szerves hidroperoxidok (ROOH) GSH-val torténd
konjugélasa mellett a kevésbé toxikus monohidroxi-alkoholld (ROH) torténd redukciot is
katalizaljak (2.4. abra a). Szerepiiket bizonyitottak pl. az Alopecurus myosuroides (parlagi
ecsetpazsit) vonalak esetében, ahol a herbicid rezisztencidban nagy GSH-PX aktivitassal
rendelkezé GST izoenzimek jatszanak szerepet, megakadalyozva a gyomirtdszer-kezelés
kovetkeztében direkt vagy indirekt moédon keletkezd citotoxikus hidroperoxidok
felhalmozodasat (Cummins és mtsai, 1999). GSH-PX aktivitadssal rendelkezd GST gént
tartalmazd transzgénikus dohdny ndvények vizsgalatandl megallapitottak, hogy
stressztolerancidjuk megemelkedett, a lipidperoxidacié mértéke pedig magas hdmérséklet

¢€s sokezelés hatasara sem valtozott (Roxas és mtsai, 2000).

A GST-k GSH-fiiggd izomeraz reakcidok katalizatorai

A tiodiazolidin proherbicid fitotoxikus triazolidinné torténd alakitasat is GST-k
végzik. Az izomerizacidhoz hasonl6 reakcid soran a GSH kapcsolodasaval az 5-tagu gytrii
felnyilik (2.4. abra c¢; Jablonkai és mtsai, 1997). A gytiri felnyilasa az N-C kotés koriil
rotaciot enged meg, kettds kotés- (elektron) atrendezddés kovetkezik be, majd a N atom
karbonil csoporthoz val6é kapcsolodasaval 0j gylri képzddik és a GSH levalik. Humén
GST-nél bizonyitottdk, hogy az enzim maleilacetoacetat-izomeraz (MAAI) funkcidval

rendelkezik, amely a fenilalanin bioszintézis kulcsenzime (maleilacetoacetat —
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fumarilacetoacetat atalakitast végzi). A GST-kozvetitett cisz-transz izomerizacid soran a
GSH a cisz-kettds kotéshez kapesolodik, rotacid utan fransz izomer keletkezik (2.4. 4bra
b). Hasonlo szerepe lehet a szegfiibdl izolalt, dregedési folyamatok sordn indukdlodd GST-
knek az aromés aminosavak lebontdsaban (Fernandez-Cafion ¢s Penalva, 1998; Edwards ¢s

mtsai, 2000).

()
R-O-OH + GSH —» R-OH + GS-OH

kGSH

GS-SG
(b) o
0] © = o
0 TN 74
O oOH O O OH O O
Maleylacetoacetate Fumarylacetoacetate
(c)
N—@—Br S
r;r(’s 5 N9<\) "
N ) N_* '
T SG

2.4. abra: GST altal katalizalt egyéb atalakulasok, amelyekben nem képzddik GSH-
szubsztrat konjugatum.
a: glutation peroxidaz reakcioval szerves hidroperoxid atalakitdsa monohidroxi
alkoholla; b: cisz-transz izomerizacoval maleilacetoacetat atalakitasa
fumarilacetoacetatta; c¢: tiodiazolidin proherbicid atalakulasa fitotoxikus
triazolidinné GSH-konjugalt intermedier segitségével. (Edwards és mtsai, 2000)

GST-k, mint kotd- és szallitd fehérjék

Antocian bioszintézisben mutans kukorica ndvények analizisével mutattak ki, hogy
a cianidin-3-gliikozid vakudélumba torténd transzportjaért egy GST enzim felelds. Az
antocidn mélyvords- vagy lila szinli formdja normalis koriilmények kozott a vakudlumban
talalhato. GST hidnyaban a prekurzor a citoplazméban halmozédik fel, és a jellegzetes
bronzvords szin (angolul: bronze pigmentation) mellett nekrozist, csokkent ndvekedést, sot

pusztulést idézhet elé (Marrs és mtsai, 1995). A legujabb elmélet szerint ebben az esetben
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nem a konjugatumképzés a GST legfontosabb szerepe, hanem szallito-molekulaként
funkcional, ami ahhoz kell, hogy az antocian a vakuélumba jusson.

Az az elképzelés, hogy a GST-k ,hordozo-fehérjeként”, ligandinként miitkddnek, az
1970-es évek elejérdl szarmazik, hiszen éllati sejtekben kimutattdk, hogy a GST-k
kiilonboz6é  szteroidok és metabolitok (tobbek kozott bilirubin, hem, epesav s0i)
intracellularis  transzportjdban nem-enzimatikus szallitoként kozremikodnek. A
ligandumok kapcsolddasa az un. ligand-kotd helyen torténik (Marrs, 1996). Novényekben
is talaltak magas tetrapirrol- és porfirin-metabolit affinitdssal rendelkezd GST
izoenzimeket, és egyre tobb bizonyiték van arra, hogy bizonyos specifikus novényi GST-k,
amelyek meghatarozott novényi metabolitokat kotnek, “kielégitik a ligandin fogalmat”
(Edwards és mtsai, 2000). Az a tény, hogy auxin- és citokinink6td fehérjék kutatdsa sordn
fotoaffinitas-jelolést alkalmazva izolaltak GST-ket (Macdonald és mtsai, 1991; Bilang és
mtsai, 1993; Zettl és mtsai, 1994; Gonneau és mtsai, 1998), azt jelzi, hogy ezeknek a
proteineknek szerepe lehet a novényi hormonok intracellularis transzportjaban. Mind a
tetrapirrol molekulak, mind a névényi hormonok kotése gatolja a GST xenobiotikumokkal
szembeni aktivitdsat, mikozben a kapcsolddott ligandum nem konjugélodik (Edwards és

mtsai, 2000).

2.5.3. A GST-k kapcsolata az auxinokkal

Auxin receptorok tanulmanyozasa soran az 5-azido-IES-hez k&tddo fehérjék koziil
beléndekbdl (Hyosciamus muticus), és Arabidopsis-bol izolaltak GST aktivitassal
rendelkezd proteineket, ami az auxinok és a GST-k kozott kialakulod direkt kapcsolatot
mutatja (Bilang és mtsai, 1993; Zettl és mtsai, 1994). Homoldg géneket mutattak ki
kukoricaban, buzaban, paradicsomban, burgonyaban, petinidban és szdjaban is (Marrs,
1996). Kiilonb6zé auxinoknak ¢és inaktiv auxinanalégoknak a CDNB (2,6-
klérdinitrobenzol) modellszubsztrattal mért GST aktivitdsra gyakorolt hatasat
tanulmanyozva Bilang és Sturm (1995) feltételezték, hogy az indol-3-ecetsav (IES), a-
naftilecetsav (a-NES) és az indol-3-vajsav a GST nem-katalitikus helyén kapcsoldodik, mig
a szintetikus auxin 2.4-diklorfenoxiecetsav (2,4-D), 2,4,5-klorfenoxiecetsav (2,4,5-T)
valamint az inaktiv hormonanalégok a katalitikus H-helyre kotddnek. A szintetikus
auxinok egy részének katalitikus helyre torténd kotédése a detoxifikéalasi folyamat kezdetét
jelentheti, mig az IES nem-katalitikus kapcsolddasa szerepet jatszhat az auxinok

aktivitdsanak szabalyozéasaban, transzportjadban vagy raktarozasdban. Azonban IES-GSH
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vagy IES-cisztein konjugatumot nem sikeriilt eddig kimutatni, ¢s az IES-GSH
kapcsolodasat tisztitott Arabidopsis és burgonya GST-vel in vitro nem sikeriilt katalizalni
(Marrs, 1996).

A GST ¢és az auxinok kapcsolatanak tovabbi érdekessége, hogy szamos GST-t
auxin-indukalta géntermékként izolaltak. Takahashi és mtsai dohdny mezofillum sejtek
protoplasztjaibol izolaltak auxin-regulalt par géneket, amelyek a G - S fazis atmenet soran
expresszalodtak, és koziilik késObb harmat GST-kodold szekvenciaként azonositottak
(Takahashi és mtsai, 1989; Takahashi és Nagata, 1992). Sitbon és mtsai (1996) vizsgaltak
az auxin-indukalta GST-ket kodolo parA és parB gének expresszidjat kiillonbozd Nicotiana
tabacum SR1 vonalakban. Az mRNS szint mindegyik vizsgalt génnél magasabb volt az
IES-taltermeld transzformansoknal, de nem talaltak korrelaciot az els6dlegesen auxinra
reagald parA és a tdle eltérd szekvencidju parB gén relativ mRNS szintje és az endogén
IES tartalom kozott, jelezve, hogy ezeknek a géneknek az expresszidjat mas faktorok is
befolyasoljak. A parA (NT 114) és egy masik GST-t kddold gén, az NT 103 egyarant
indukélhat6 volt inaktiv auxin analdégokkal, mas ndvényi hormonokkal (koztiik etilénnel)
¢s nehézfémekkel. Néhany novényi GST gén promoterében talaltak un. ocs- (oktopin
szintaz), vagy ocs-szerli szekvencidkat (Zhang és Shing, 1994; Marrs 1996). Az ocs
elemek felelésnek bizonyultak a stressz-altali indukcidért, azonban kiillonboz6 elektrofil
molekulak mellett biologiailag aktiv hormonok és inaktiv hormon analégok is aktivaltdk a
prométert (Ulmasov €s mtsai, 1994; 1995; Marrs 1996). Az indukcio révid idén beliil
mRNS szint emelkedést eredményez: a parA transzkriptum akkumulaldédasa 2,4-D hatasara
30 percen, az Arabidopsis GST6 mRNS a H,0O, kezelést kovetden 45 percen, egy
petrezselyembdl izolalt GST transzkriptum esetében UV-B hatdsra 2 o6rdn beliil volt
kimutathat6 (Takahashi és mtsai, 1989; Chen és mtsai, 1996; Loyall és mtsai, 2000).

2.6. A7 auxin jelentosége

2.6.1. Az IES szerepe a novekedési és fejlodesi folyamatokban

Az auxin (IES) a novekedési és fejlédési folyamatok széles korénél kulcsszerepet
tolt be. A teljes ndvényt tekintve fontos szerepe van pl. a gyokérképzésben,
tropizmusokban, apikélis dominancia kialakuldsédban és az oregedésben. Az auxin egyik

legfontosabb hatasa a fiatal szarak, koleoptilok megnyulasos novekedésének szabalyozasa.
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Sziikséges a gyokerek megnyulasos ndvekedéséhez is kis koncentracioban, azonban a
szarak- ¢és koleoptilek novekedését serkentd koncentracidk itt mar novekedésgatlast
okoznak, amelynek pontos magyarazata még nem ismert. Sejtszinten vizsgalva az auxin
szerepét kiemelhetjiik, hogy hat a sejtosztodasra, megnyulésra €s differencialodasra is.

A novényi szovetek IES tartalmat tobb tényezd hatdrozza meg. Bioszintézise
altalaban triptofanbol kiindulva torténik, leggyakrabban indol-3-piruvat és indol-3-
acetaldehid (IAAld) koztitermékeken keresztiil (2.5. dbra), emellett azonban triptofantol

fiiggetlen szintézisutak is vannak, amelyek jelentdségérol keveset tudunk.
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2.5. abra: A triptofanbol (L-tryptophan) kiinduld IES (Indole-3-acetic acid) bioszintézis
fobb utjai a novényekben, a reakcidkat katalizalo enzimek feltiintetésével,
kozépen kiemelve a legfontosabb reakcidutat. (Buchanan és mtsai, 2000)
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A szovetek hormon tartalma ndvekedhet az IES-konjugatumok hidrolizisével, a
transzport folyamatok ¢és a kompartmenticid - irdnytol fiiggéen - emelhetik vagy
csOkkenthetik a szabad auxin mennyiségét. Az IES inaktivalasaban a konjugdtum képzés
mellett enzimatikus lebont6 folyamatok vesznek részt, amelyek koziil a peroxidazok altal
katalizalt reakcioutak a legfontosabbak. A keletkezd vegyiileteket a 2.6. abra foglalja

0ssze.
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2.6. abra: Peroxidazok altal katalizalt IES-lebontés termékei. (Davies, 1995)

2.6.2. Hormon autotrdfia

Régota ismert, hogy a novényi szovetkultirdk ndvekedésének fenntartdsdhoz
sziikséges a novényi hormonok koziil az auxin (Gautheret, 1939; Nobécourt, 1939; White,
1939) ¢és a citokinin (Miller és mtsai, 1955). Bizonyos koriilmények kozott azonban a
sejtosztodas exogén auxin és/vagy citokinin nélkiili taptalajokon is végbemehet; ezeket a
hormon-fiiggetlen kultarakat autotrof vagy habitudlt szoveteknek, a folyamatot - amely
soran a sejtek visszanyerhetik hormonszintetizald képességiiket - habituacionak nevezziik.

A habituaci6 epigenetikai, vagyis fenotipusban bekovetkezett valtozasként
definidlhat6. A DNS szekvencidja nem modosul, azonban pl. a DNS metilacidja, a
transzkripcids aktivitds, a transzlacios kontroll vagy poszttranszlaciés modifikécio
megvaltozik. Jellemzdje a nagyfoki stabilitas, a valtozas sejtszinten Oroklodik,
eléfordulasa a mutaciok 107°-10 gyakorisagahoz viszonyitva nagyobb, meghaladja a 107-t
(Meins, 1983). A habituaciot gyakran parhuzamba allitjdk a rékos sejtek képzddésének
folyamataval, hiszen az in. neoplasztikus transzformacidé egyik f6 kritériuma a hormon-

fiiggetlen novekedés, amely a novényi tumoros sejteket is jellemzi. A tenyésztett sejtek
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hormon-autondomma valasa fokozatos, tobb formaja lehet, amelyek a neoplasztikus
atalakulds egyes Iépéseinek is tekinthetdk (Bisbis és mtsai, 1999).

A habitudciot a hormonalis kezelés maga is indukéalhatja: Bennici és mtsai (1972)
kimutattdk, hogy 8-12 napig tartd 2,4-D- vagy kinetin kezelés jelentdsen megnovelte az
autotrof kalluszok képzddésének gyakorisagat. A habitudlt kalluszok jelentds részébol
néhany honapig még lehetett hajtast €s teljes novényt regeneralni, azonban ez a képesség
késébb fokozatosan elveszett. Ezt a jelenséget a szakirodalomban tobben a teljes
neoplasztikus atalakulas jeleként értelmezik (Bennici és Bruschi, 1999; Bisbis és mtsai,
1999).

Az auxin autotrof kulturak hormon metabolizmusanak vizsgélata kideritette, hogy
az endogén szabad auxin szintjiilk még magasabb is lehet, mint a heterotrof vonalaké
(Nakajima és mtsai, 1979). Az auxinszint megemelkedéséhez kiilonb6z6 folyamatok
vezethetnek, pl. az IES bioszintézis novekedése a sejtekben mar mitkodo reakcidkon vagy
mas szintézisutak aktivalddasan keresztiil (Jackson €s Lyndon, 1990; Szabo és mtsai, 1994;
Michalchuk és Druart, 1999), az IES konjugéci6 és/vagy degradacid kiilonbozé szintje
(Bouchet ¢és mtsai, 1978; Syono, 1979; Michalchuk és Druart, 1999). Az auxin autotrof és
heterotr6f  szovetek kiillonbozhetnek egymastél az IES-sel szemben mutatott
érzékenységben ¢€s a receptorok szamaban is, ezért az az auxin szint, amely a heterotrof
szovetek osztddasdhoz optimalis, csokkenti az autotréf vonalak ndvekedését (Szabd és
mtsai, 1981).

A hormon autotréfia tanulmanyozasa az utdbbi évtizedben tobb megkozelitésben
keriilt az érdeklddés kozéppontjaba. Nagata és mtsai (1992) izolaltdk a Nicotiana tabacum
BY-2 sejtvonalat, amely elegendd citokinint szintetizalt a ndvekedés fenntartdsdhoz az
exogén citokinin-ellatastol fliggetleniil, és amely azota a sejtosztodds szabalyozasanak
tanulmanyozéasa mellett széles kord, intenziv kutatasok targyava valt. Citokinin-fiiggetlen
novekedést eredményezett pl. egy feltételezett citokinin receptor tultermeltetése
Arabidopsis-ban (Kakimoto, 1996), és a sejtciklus szabalyozasanak tanulményozasa sordn
egy D-tipusu ciklin gén (CycD3) konstitutiv kifejezése is helyettesitette az exogén
citokinin hatasat kallusz sejtek osztodasanal (Riou-Khamlichi és mtsai, 1999). Cukorrépa
hogy a neoplasztikus datalakuldssal parhuzamosan a kulturdk peroxiddaz aktivitasa
fokozatosan csokkent. Kimutattak, hogy a habitualt szovetek primer anyagcseréje modosul,
aminek kovetkeztében csokken a klorofilltartalom, a hem- és a hemtartalmi enzimek

(peroxidaz, katalaz) bioszintézise.
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2.6.3. Az auxin-indukadlt jelatvitel

Az auxin hatasanak molekuldris mechanizmusa a receptorhoz vald kotddéstdl a
fiziologiai valaszig részleteiben, az intenziv kutatasok ellenére, még mindig nem ismert.

Az auxin receptora a tobbi hormonéhoz hasonléan membranhoz kotott. Fehérjéhez
kapcsolt auxin-szarmazékokkal kimutattak, hogy az auxinnak a hatas kifejtéséhez nem kell
belépnie a sejtbe (Venis és mtsai, 1990). A sejtmegnyulasban legjelentésebb ABP1 (auxin
binding proteinl) feltételezett auxin receptor azonban nagy mennyiségben az
endoplazmatikus retikulumban talalhato, és csak kis része keriil a plazmamembranba és a
tonoplasztba. Kukorica koleoptil protoplasztokban immuncitokémiai modszerekkel
Diekmann ¢és mtsai (1995) igazoltdk, hogy az ABP1 fehérjének kb. 2 %-a a felszinre
szekretalodik, ez a mennyiség elegendd ahhoz, hogy a sejt felszinén auxin receptorként
miikodjon.

Auxin hatasara protoplasztok plazmamembranjan 1-2 percen beliil hiperpolarizaciéd
kovetkezik be, aktivalodik a H -pumpa és az anioncsatorndk mitkodése modosul. Az auxin
hat4saban a jelatviteli ut szdmos eleme részt vesz. A kiilonbozd szovetek, szervek auxinra
adott eltéré valaszaért feltehetéen kiilonbozé tipusii auxin receptorok ¢€s szignal
transzdukcidos mechanizmusok mikodése felelés (Guilfoyle és mtsai, 1998). Auxin
hatésara kimutathat6 volt a citoszélikus Ca®* koncentracié ndvekedése, a citoszol pH-janak
csokkenése (Gehring és mtsai, 1990), a foszfolipadz A, aktivitasdnak emelkedése (Scherer
és André, 1989), a cAMP szintjének atmeneti novekedése (Ehsan és mtsai, 1998). Bar az
egyes jelatviteli 1épések aktivalasanak bizonyitasa nehéz, altalanosan elfogadott, hogy az
auxin jelatviteli Gtjdban szerepet jatszanak a heterotrimer G-proteinek is.

Arabidopsis mutansok segitségével bizonyitottdk, hogy az auxin hatasban centralis szerepe
van egyes nukledris fehérjék ubiquitindlasanak (Leyser és mtsai, 1993). Az ,,ubiquitin-ut”
elsé enzime (E1) ATP felhasznalasaval koti és aktivalja az ubiquitint. Az Arabidopsis axrl
(auxin resistant 1) mutansrol - amely nem mutat gravitropos és egyéb, pl. génexpesszios
valaszt auxinhatasra - megallapitottak, hogy a jelenségért feleldés gén terméke (AXRI1) az
ubiquitinalasi 0t E1 enzimének N-terminalis részéhez hasonld fehérjét kodol. Az AXRI
fehérje heterodimert képez egy masik fehérjével, ami az ubiquitinalasi ut E1 enzimének C-
termindlis részével homolog (ECR1) (2.7. dbra; del Pozo és mtsai, 1998). A két fehérje
altal képzett AXRI-ECR1 heterodimer, amely hasonlosagot mutat az E1 enzimmel, egy
ubiquitinhez hasonlo, kis molekulasulyu fehérjét kot, amelyet RUB-nak neveznek (related

to ubiquitin). Ezzel a kapcsolodéassal a RUB aktivalodik (Ruegger ¢és mtsai, 1998). A RUB
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fehérje atadasaval az AUX1-ECR1 komplex az ubiquitin ut E3 enzimét aktivalja, ami utan
az ubiquitin az E2 enzimrdl a sejtmag specifikus fehérjéire keriil és a nukledris fehérjék
represszalt allapotban vannak, a represszor fehérjék eltavolitasaban jatszik szerepet ez a
folyamat. Az auxin noveli az AXR1-ECR1 aktivitdsat vagy a sejtben mar meglévo enzimre
hatva, vagy szintézisének aktivaldsan keresztiil (2.7. é&bra; Taiz ¢és Zeiger, 1998).
Arabidopsis tirl (auxin transport inhibitor resistant 1) mutansndl igazoltdk, hogy a gyokér
periciklusban a sejtosztodast az auxin altal indukalt ubiquitin-protein ligdz komplex (SCF)
mtsai, 1999; Stals és Inz¢, 2001).

Az auxin-indukélta sejtosztodds tanulmanyozisa soran mutattdk ki, hogy az auxin
jelatviteli utban a mitogén-aktivalta protein kindz (MAPK) kaszkad kozvetitheti az auxin
hatasat (Hirt, 1997). Ha a dohény sejtkultirdhoz nem adnak auxint, a sejtek az osztddasi
ciklus Gy vagy G; fazisdban maradnak. Az auxin serkenti a ciklin-fiiggd protein kinaz
(CDKA;1) szintézisét és noveli a mitotikus ciklin mRNS-ének szintjét (Dudits és mtsai,

1993; Doerner ¢és mtsai, 1996). A CDKA;1 expresszi6 indukcidja a legtobb kultiraban
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2.7. abra: Az auxin altal indukalt ubiquitinalasi Gt modellje. Magyardzat a szovegben.
Az abraban az AXR1 = auxin resistant 1 mutansban azonositott fehérje, ECR1
= az ubiquitinalasi ut E1 enzimének C-terminalis részével homolog fehérje,
RUB = ubiqutinhez hasonlo fehérje, E1 = ubiquitin-aktivald6 enzim, E2 =
ubiquitin konjugdlé enzim, E3 = ubiquitin-protein ligdz jeldlése. (Taiz és
Zeiger, 1998)
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tartott sejtnél onmagaban nem elegendo a sejtosztodashoz. Zhang és mtsai (1996) dohany
gyokér explantatumon végzett kisérletekkel kimutattdk, hogy a kinéaz katalitikus aktivitasa
¢s a mitdzisba valo atmenet csak citokinin hozzaadéasaval indukalodott, amely a CDKA;1

kinaz tirozin csoportjanak defoszforilacidjat stimulalja (2.8. abra; Stals és Inzé, 2001).
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2.8. abra: A ndvényi sejtciklus szabalyozdsanak fontosabb elemei, feltiintetve a ndvényi
hormonok (auxin, citokinin, abszcizinsav, gibberellin, brasszinoszeroidok)
hat4sanak helyét. (A szabalyozé fehérjék jelolései: CYCA,B,D = A,B, vagy D-
tipusu ciklin, CDKA,B,D = ciklin-dependens kinazok, ICK = CDK-gatld
fehérje, CAK = CDK-aktivalo kindz, RB = retinoblasztoma fehérje, E2F-DP =
transzkripcids represszor komplex, APC = anafazist segité enzim komplex.)
(Stals és Inzé, 2001)

Az auxin hatdasmechanizmusara igaz, hogy a receptor sajatsagaitdl és az auxin hatas
kozvetitésében részt vevd jelatviteli uttdl fiiggetleniil az exogén auxin transzkripcios
faktorok aktivalasat idézi eld, amelyek a sejtmagban bizonyos gének expressziojat
reguldljak. Azokat a géneket, amelyeknek expresszidjat fehérje szintézis inhibitorral (pl.
cikloheximiddel) nem lehet gatolni, mert a sejtben mar meglévd transzkripcids faktorok

aktivalasaval stimulélodnak, korai valasz géneknek nevezziik. A korai valasz gének, vagy

elsédleges auxin-valasz gének expressziojahoz sziikséges id6 rovid, néhany perctdl néhany
oraig valtozik. A korai auxin-vélasz gének kozé tartoznak az Aux/IAA, a SAUR (small

auxin upregulated), a GH3, GST-szeri fehérjét kodoldo géncsalddok és az etilén
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bioszintézis kulcsenzimét, az ACC szintazt kdédold gének (Guilfoyle és mtsai, 1998). Az
auxin altal szabalyozott transzkripci6ji mRNS-ek kozott vannak olyanok, amelyek a
novekedési folyamatokat kozvetleniil befolyasold fehérjéket kodolnak, mint pl. az a-
expanzin (Cosgrove, 1999). Az elsddleges auxin-valasz gének nagyobb része azonban
olyan fehérjét kodol, amely tovabbi auxin-véalasz gének transzkripcidjat szabalyozza.
Ezeket masodlagos valasz géneknek, vagy késoi géneknek nevezziik; termékeik a hormon
hosszl tavl hatdsahoz sziikségesek.

Az auxin-fliggd génexpressziot szabalyozo proteineknek 2 nagy csaladja kertilt a

figyelem kozéppontjaba: az Aux/IAA és az ARF (auxin response factors) fehérjék.

Az Aux/IAA gének rovid életidejii, kis hidrofil nuklearis fehérjéket kodolnak,
amelyek transzkripcids represszorként mitkddnek. Arabidopsis-ban 24 Aux/IAA gént
azonositottak (Liscum és Reed, 2001). Auxinra adott valaszukban mind kinetikajukat,
koncentraciofiiggésiiket, mind szervspecifitdsukat illetéen lehetnek kiilonbségek. Exogén
auxin alkalmazasa utdn 5-20 perccel mRNS szintjilk megemelkedik. Promoteriikben
megtalalhato specifikus cisz-szekvencidk az in. AuxRE elemek, jellemz6 szekvencidjuk az
5’-TGTCTC-3". Ezekhez az elemekhez kapcsolédnak az ARF auxin vélasz proteinek, és
ezaltal szabalyozzdk expresszidjukat. Az Aux/IAA fehérjék négy konzervalt régiot
tartalmaznak, jelolésiik: I, II, III, és IV (2. 9. dbra A; Guilfoyle, 1998). A C-terminalis
résziikon taldlhatdé domének kolcsonhatasaval a fehérjékbdl homo- ill. heterodimerek
keletkezhetnek. A II. domén feltehetden az ubiquitin-protein ligdzok kapcsolddasaban és a
fehérje degradalasaban jatszik fontos szerepet (Rogg és Bartel, 2001). A III.és IV. domén
az un. dimerizaciés domén, amely az Aux/IAA és ARF fehérjék kozotti homodimerek és
heterodimerek kialakitasdért felelds. Valoszinli, hogy az Aux/IAA proteinek a
transzkripcidt indirekt modon, az ARF aktivitadsanak modositasaval szabalyozzak.

Az ARF proteinek is transzkripcios regulatorok, azonban génexpressziojuk nem
résziikon nagyobb DNS-koté domén talalhatd, C-terminalis végiikon az Aux/IAA
fehérjékhez hasonld konzervalt régiok (III, IV) vannak, amelyek a két fehérjetipus kozotti
kolesonhatést biztositjak. Az ARF proteinek az auxin-fiiggd transzkripciot méddosithatjak
DNS-hez valé kapcsolddassal, vagy a DNS-hez mér kotddott ARF molekulak C-
terminalisahoz asszocidlodva, protein-protein kdlcsonhatason keresztiil (Ulmasov és mtsai,
1999). Hatasuk egyik lehetséges magyardzata, hogy néhany ARF a DNS-hez dimerként
kotédve transzkripeiot aktival, de ha Aux/IAA proteinnel asszocialodik, inaktival (Rogg €s

Bartel, 2001). Feltételezik, hogy az auxin az ARF aktivitasat befolyadsolja sejt- ¢és
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szovetspecifikus ARF-ARF ¢és ARF-Aux/IAA dimerizacio segitségével (2.9. abra B;
Guilfoyle és mtsai, 1998; Ulmasov és mtsai, 1999). Arabidopsis-ban 24 Aux/IAA és 23
ARF gént azonositottak (Reed, 2001); a kiilonb6zd fehérjék C-termindlis része kozotti
interakci6 kialakuldsat figyelembe véve nagy szami kombinacid lehetséges (Guilfoyle és
mtsai, 1998). A novekedési és fejlddési folyamatokat befolyasold gének ezért valdsziniileg

bonyolult transzkripcios reguléacioé alatt allnak (Rogg és Bartel, 2001).
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2.9. abra: Az ARF, auxin-valasz transzkripcios faktor és az Aux/IAA auxin reguldtor
fehérjék sematikus rajza (A), ill. -térszerkezete (B). A fehérje alegységek
kapcsolodasaval Aux/IAA-Aux/TAA ¢és ARF-ARF homodimerek, ill.
Aux/IAA—ARF heterodimerek képzddhetnek. Az ARF fehérjék DNS-koto
régiot tartalmaznak, amely az auxin-védlasz gének AuxRE elemeihez
kapcsolodhatnak. (Guilfoyle, 1998; Guilfoyle és mtsai, 1998)

A csokkent fototropos valaszt mutatd Arabidopsis nhp4 mutanst - amely az
egyenldtlen novekedéssel jard folyamatokban, mint pl. a gravitropos valaszban, fitokrom-
regulalt szar-gorbiilésben, apikélis kampd kialakuldsdban szintén kiillonbozott a vad
tipustél - Harper ¢és mtsai (2000) tanulmanyoztdk. A mutacidért felelés gén egy
transzkripcids aktivatort kodol (ARF7, auxin reguldlé faktor), amely az egyenl6tlen

novekedés fontos regulatora lehet. A kiilonb6zé kornyezeti jelre adott egyenldtlen
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novekedési valasz - amely pl. a hajtas- és gyoOkértropizmusban, levelek nasztikus
mozgasaban, apikalis kampd szerkezetének megvaltozasaban nyilvanul meg - auxin- ¢és
etilén altal szabalyozott. Bar kiils6leg alkalmazva mindkettd modositja a valaszt, genetikai
¢s molekularis vizsgalatok alapjan ezekben a valaszokban az auxin lehet a f6 regulator,
mig az etilén mddositja az auxin valaszt (Romano €és mtsai, 1993; Lehman ¢és mtsai, 1996;
Chen ¢és mtsai, 1998; Madlung ¢és mtsai, 1999).

Az etilén és auxin bioszintézisének utjaiban ill. a szignidlban és a kialakult

valaszban sok esetben van kapcsolat vagy atfedés (Harper és mtsai. 2000).

2.7. Az etilén

Az etilén gaz halmazallapotd ndvényi hormon, amelyet a legtobb novényi sejt
képes szintetizalni. A termelés mértékét tobb tényezd befolyasolja, pl. a fejlddési allapot,
mas novényi hormonok, elsdésorban az auxin szintje (Peck és Kende, 1995), kornyezeti
tényezok, fizikai és kémiai dgensek. Szintézise az S-adenozil metioninbdl kiindulva 1-
aminociklopropan-1-karbonsavbol (ACC) torténik az ACC szintaz és ACC oxidaz enzimek
kozremiikddésével. Az etilén jelatviteli Gtja a névényi hormonok koziil a legjobban ismert,
modellként hasznéljadk més novényi szignalizacids utak jellemzésénél is.

Arabidopsis-ban 5 etilén receptor ismert: ETR1, ETR2 (ethylene receptors 1,2),
EIN4 (ethylene insensitive 4), ERS1, ERS2 (ethylene response sensors 1,2). Felépitésiik és
muikodésiik a bakterialis kétkomponensii hisztidin kinazokhoz hasonld. Az etilént a
diszulfid kotéssel 1étrejovoé dimer fehérje forma koti az N termindlis részen, Cu kofaktor
segitségével (2.10. abra). Az etilén kotddése utan a citoplazmatikus oldalon kapcsolddd
CTRI1 (constitutve triple response) negativ regulator inaktivalodik. A CTR1 homologiat
mutat az emlés Raf szerin/treonin protein kindzokkal, funkcidjat tekintve egy novényi
MAPKKK (mitogén-aktivalt protein kindz kinaz kindz) lehet, és feltételezések szerint a
MAPK kaszkad részeként aktivalhat transzkripcios faktorokat és effektor proteineket. A
CTR1 inaktivalodasa aktivalja az EIN2 transzmembran fehérjét, ami feltehetdleg egy
ioncsatorna protein. A transzport ndvekedése kovetkeztében bejutd ionok eldsegitik a
sejtmagban az EIN3 transzkripcios faktor defoszforilaci6 altali aktivaciojat. Ez a
transzkripcids faktor inditja be az ERF1 (ethylene response faktor 1) protein szintézisét,

ami az un. szekunder valaszgének promoterében specialis, etilén valaszért felelds
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2.10. abra: Az etilén (C,H4) jelatviteli mechanizmusanak modellje Arabidopsis-ban.
Magyarazat a szovegben.
Az é4bran feltiintetett fontosabb regulalé elemek: ERS1,2 = etilén-valasz
szenzor 1,2; ETR1,2 = etilén receptor 1,2; EIN2-6 etilén-inszenzitiv
mutansokkal azonositott fehérjék; CTR1 = konstitutiv ,hdrmas valasz”1
fehérje; EIL = EIN3-hoz hasonld fehérje; ERF1 = etilén valasz faktorl; HK =
hisztidin kindz; STK = szerin/treonin kindz; MAPK = mitogén-aktivalta
protein kindz; DB = DNS- kotédés; EREBP = etilén-vélasz transzkripcids
faktor kotodési helye. (Stepanova €s Ecker, 2000)

szekvencidkhoz (ethylene response element, ERE) kotddve etilén-indukalta géneket
kapcsol be (Stepanova €s Ecker, 2000).

Bar a csirdzastol a kiillonbozd szervek oregedéséig az etilén a ndvények novekedésének €s
fejlédésének szdmos folyamatat befolyasolja, mégis leggyakrabban ,,stresszhormon”-ként

emlitik, hiszen képzOodése megemelkedik sebzés, alacsony hémérséklet, hdstressz,
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széarazsag, arasztas, 0zon, nehézfémek stb. hatdsara. Szerepe a stresszfolyamatokban is

tobbrétii, transzkripcids szinten indukalhatja a védekezési mechanizmust, ill. aktivéalhat

reaktiv oxigénformak képzddéséhez (0,7, H0;), és a programozott sejthalal
beindulasahoz vezetd folyamatokat is (Stearns és Glick, 2003). Az etilén a stressz ill.
betegségek esetén is mas hormonokkal és a jelatvitelben szerepet jatszd tényezdkkel

egyluttmitkddve fejti ki hatasat.

2.8. A mas promdoter

A hormonalis tényezok kolcsonhatdsanak vizsgdlatara gyakran hasznalt kisérleti
objektum az Agrobacterium tumefaciens, amelynek T-DNS génjei a ndvényi genomba
beépiilve miikodnek és expressziojukat a ndvényi transzkripcids faktorok és hormonok
szabalyozzak. A tumor-indukalé Ti-plazmid tartalmaz tobbek kozott tumor-specifikus
nitrogéntartalmt vegyliletek szintéziséért felelds géneket is. A géntermékek opinok - ide
tartozik az oktopin, mannopin, nopalin - amelyeket a baktériumok N-forrasként
hasznositanak. A mannopin szintézisben szerepet jatszé 2 enzim génjének expresszidjat
befolyasold mas prométer egy kétiranyu promoter, aktivitasat tobbek kdzott az etilén és az
auxin is befolyasolja (Langridge ¢s mtsai, 1989). Guevara-Garcia ¢és mtsai (1998)
kimutattdk, hogy a mas1’ promoteren beliil egy 42 bazisparnyi, ocs (oktopin szintaz) -szerii
cisz-hato elemeket tartalmazé szakasz a felelds a fejlddés-, sebzés- és kémiai anyagok altal
indukélhaté expresszidés mintazatért. A promoter delécids analizisével megallapitottak,
hogy a mas1’ gén expresszidjat legaldbb 2 negativ €s 1 pozitiv szabalyoz6 szekvencia-elem
interakcidja hatdrozza meg, a gatlds azonban sebzésre és metiljazmonat alkalmazaséaval
feloldhat6 (Guevara-Garcia és mtsai, 1999).

Tébb novényi GST promoéterében is azonositottak ocs- vagy ocs-szeri
szekvenciadkat, amelyek a biologiailag aktiv hormonok és inaktiv hormon anal6gok-
kivaltotta aktivalas mellett a stressz-altali indukcioért is feleldsnek bizonyultak (Ulmasov
¢s mtsai, 1994; 1995; Zhang és Shing, 1994; Marrs, 1996). Tehat mind a GST, mind a
masl’ promoter régiok tartalmaznak ocs- vagy ocs-szerii cisz-regulald elemeket, amelyek
feleldsek lehetnek az erds és gyenge auxinok, auxin analogok, etilén vagy sebzés altali

indukcioért.
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3. Célkitlizés

A hormon autotréfia jelenségével mar régota foglalkoznak, de 1ényegét, biokémiai
¢s molekuléris hatterét még mindig nem ismerjiik. Ezért tliztiik ki célul mannopin szintaz
mas]’ promoétert és GUS riporter gént tartalmazo transzgénikus Nicotiana tabacum SR1
novények protoplasztjaibol auxin heterotrof és autotrof szovetek eldallitdsat és annak
megvizsgalasat, hogy az IES metabolizmusban és/vagy reguldcioban bekovetkezett
valtozas hogyan hat egyes auxin- ¢és etilén altal indukalt folyamatoknak és a stresszvalasz

kulcsenzimeinek szabélyozésara.

Munkank soran a kovetkezd kérdésekre kerestiink valaszt:

1. - Mi az oka az auxin bioszintézis hidnyanak ill. jelenlétének a heterotrof és az
autotrof kalluszokban?
Az auxin bioszintézis feltételezett regulacids pontjanak, az aldehid oxidaz (AO)

1zoenzim mintdzatanak ¢s aktivitasdnak vizsgalata a két vonalban.

2. Elokisérletek soran kidertilt, hogy a heterotrof és autotrdf vonal eltérd rezisztenciat
mutat a nodvekedési paraméterek alapjan abiotikus stresszorokra, igy magas
homérséklet, KNO,- ¢és sostressz, valamint szupraoptimdlis exogén auxinok
jelenlétében.

- Mi az oka az eltér6 abiotikus stresszrezisztencianak?

3. A vizsgalt paraméterek kozos eleme az oxidativ stressz, a reaktiv oxigén gyokok

képzddése. A reaktiv oxigén formak egyik hosszabb élettartamua formaja a H,O,.

A sostressz példajan vizsgaltuk:

- Van-e eltérés a heterotrof és autotrof kalluszok H,O, tartalma kozott az intenziv

nodvekedési szakaszban sostressz esetén?

31



- Hogyan alakul NaCl stressz hatdsara a H,O, szintézisét katalizalo SOD, és a H,O,
koncentraciot csokkentd kataldz, guajakol peroxidaz, indolecetsav peroxidaz enzimek
aktivitasa az eltérd auxin-igényi heterotrof és az autotrof szovetekben?

- Hogyan aktivalodnak a glutation-homeosztazis kialakitdsdban szerepet jatszo
enzimek aktivitasai a heterotrof és autotrof kulturdkban?

- Van-e¢ kiilonbség a detoxifikaciés folyamatok aktivalodasaban a heterotrof és
autotrof kalluszok kozott, kiilonds tekintettel a glutation peroxidaz aktivitasra?

A GSH-PX szerepe a membranintegritds megdrzése; ha a membran ép, akkor esély
van a védekez0 mechanizmusok beinditdsara és sikeres miikddésére.

- Mi az etilén szerepe az abiotikus stresszrezisztencia kialakulasdban a heterotrof és

autotrof szovetekben?

- Mi a H,0;-altal indukalt oxidativ stressz kozvetlen hatasa a heterotrof és autotrof

kalluszok novekedésére, az extrahalhatdo GST és GSH-PX aktivitasokra?

-A heterotrof és autotrof szovettenyészetek érzékenysége hogyan kiilonbozik exogén
auxinnal szemben?

- Hogyan kapcsolodik az exogén 2,4-D auxin altal indukalt etiléntermelés és az
auxin/etilén altal szabalyozott mas/’ promoter aktivitds a heterotrof és az autotrof
vonalakban?

- Hogyan fiigg 0ssze az exogén 2,4-D altal indukalt etiléntermelés €s az auxin/etilén

altal szabalyozott GST aktivitas a heterotrof és az autotrof kultrakban?

Mi lehet az oka az auxin-etilén interakcid eltérésének a heterotrof és auxin autotrof

kalluszokban?
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4. Anyag és moédszer

4.1. A kisérletekben hasznalt kalluszok eloallitasa, fenntartdasa, a kezelések kivitelezése

A kallusz kultirakat bakteridlis masi’ promotert és GUS (S-glukuronidaz) riporter
gént tartalmazo Nicotiana tabacum SR1 novények protoplasztjaibol inditottuk (Csiszar és
mtsai, 2001). A transzformaciét az SZBK Novénybiologiai Intézetében 1. Stefanov végezte
(I. Stefanov, 1992). Auxin heterotrof €s autotrof kulturak eldallitasa céljabol az egy sejtbol
szarmazo 2-3 hetes mikrokolénidkat 2 uM kinetint tartalmazo, 17,1 uM IES és 0,45 uM
2,4-D tartalmi RM taptalajra (= Revised medium, Murashige és Skoog, 1962), ill. auxin
nélkili taptalajra helyeztiikk. A kalluszokat elkiilonitve {iltettiikk at, és 3 passzalas utdn
valasztottuk ki az auxin-mentes taplajon jol novd, magas GUS aktivitassal rendelkezd
kalluszokat a tovabbi fenntartasra. Kisérleteinket egy koloniabdl szarmazd szovetekkel
végeztiik. Az auxin heterotrof kultarakat auxin- és citokinin tartalmt taptalajon tartottuk

fenn, mig az autotréf szovetek RM téptalaja a novényi ndvekedésszabalyozok koziil csak

kinetint tartalmazott. A kultarakat 25 °C-on, 8,4 Watt/m2 fehér fluoreszcens fény alatt
(Tungsram F29 fénycsovek), novekedési kamraban tartottuk, kisérlettdl fliggden 2-3 hétig.

A novekedési paraméterek meghatarozdsanal megmértiik a kitiltetett inokulum
atlagos tomegét (20 - 30 mg), egy Petri csészébe 25 kallusz izolatumot helyeztiink.
Abiotikus stressz kezelést Conviron noévényneveld kamraban beéllitott 15-35 °C
alkalmazasaval végeztiink, ill. kiegészitettiik a taptalajokat 50-300 mM NaCl-dal vagy 0,1-
5 mM KNO;-tel. Az exogén H,O, hatidsdnak vizsgalatakor sterilen sziirve adtuk a
megfeleld mennyiségli H,O-ot a taptalajhoz, és szilardulds utdn azonnal raiiltettiik a
kalluszokat (Csiszar és mtsai, 2003). Az exogén auxinra adott valasz tanulmanyozéasakor
kisérleteinkben az auxin koncentracioja 17,1-171,4 uM IES (természetes auxin) vagy 0,5-5
uM 2,4-D (szintetikus auxin) kozott volt (1-10-szer nagyobb, mint a nevelésre hasznalt
taptalajban). Az etilén receptor gatlé 2,5-norbornadién (NBD) hatasanak vizsgalatakor a
kalluszokat a keletkezett etilén meghatarozasahoz hasznalt 100 ml-es tenyészedényekben
neveltiilk steril koriilmények kozott. Az edényeket a fejlodd etilén eltdvozasdnak

megakadalyozasa céljabol a kezelés kezdetekor légmentesen zard steril szérumsapkaval
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lattuk el, amelyen keresztiil 2 ul NBD-t parologtattunk el, a lombikok falara injektalva. Ez
megfelel 4500 pl gaz halmazallapotd NBD/liter levegd mennyiségnek (Curtis, 1987).

4.2. Aldehid oxidaz aktivitisanak vizsgdlata nativ gélben

Az aldehid oxidazok kiilonb6z6 aldehidek €s N-tartalmu heterociklusos vegyiiletek
oxidaciojat katalizaljadk O, vagy bizonyos redoxfestékek jelenlétében. Tartalmaznak
molibdopterin- és FAD kofaktort, nem-hem vas prosztetikus csoportot. Aktivitasat
poliakrilamid gélben vizsgaltuk nativ elektroforézis utani, specifikus reakcidval végzett
festést alkalmazva.

2 g kalluszt jégen homogenizaltunk 2 ml extrakciés puffer hozzdadasaval. A 250
mM Tris-HCI puffer (pH 7,5) tartalmazott 1 mM EDTA-t, 1 mM DTT-t (ditiotreitol), 10
mM GSH-t (redukalt glutation), 30 pM FAD-ot (flavin-adenin-dinukleotid, oxidalt forma),
5 mM L-ciszteint, 5 mM Na;MoOj4-ot, 100 mM PMSF-et (fenil-metil-szulfonil-fluorid) és
10 mM antipain-t. Eppendorf centrifugdban 10 percig 4 °C-on centrifugaltuk, a feliiluszot
hasznaltuk enzimkivonatként. Meghataroztuk a kivonatok fehérjetartalmat és 100-100 pg
fehérjét vittiink fel mintanként, elektroforézis eldtt 1:10 térfogataranyban szachardzos
festékoldatot (50 % szacharoz, 0,1 % bromfenolkék) adtunk hozza.

A poliakrilamid gélelektroforézist 7,5 % akrilamidot tartalmaz6, SDS (néatrium-
dodecil- szulfat) nélkiili gélben végeztiik (Laemmli, 1970). A futtatast 4 °C-on kiviteleztiik
Hoefer SE 600 (Amersham Pharmacia) késziilékkel. Elektroforézis utan a gélt 0,2 M, pH =
8,0-as foszfatpufferbe helyeztik 10 percre, majd atraktuk 0,1 mM PMS (fenazin
metoszulfat), 1 mM MTT (3(4,5-dimetiltiazolil-2)2,5-difenil-tetrazolium-bromid) és 1 mM
indol-3-acetaldehid (IAAId) vagy indol-3-aldehid (IAld) tartalmu, 0,1 M Tris-HCI, pH=
8,0-as pufferbe. A géleket 25 °C-on 1-3 o6raig inkubaltuk enyhe razatas kozben. Az enzim
aktivitdsanak kimutatasa az MTT redukcidjan alapul, amelynek kovetkeztében formazan

savok figyelhetok meg (Sagi és mtsai, 1998).

4.3. IES oxidaz aktivitasanak mérése

Az enzim aktivitasat a kordbban kozolt acetonos csapadékképzés moddszere alapjan

hataroztuk meg (Szab6 és mtsai, 1981). 2 g kalluszt dorzsoltiink el 4 ml 0,1 M-os foszfat

pufferrel (pH 6,0), gézen atsziirtiik majd 20 percig centrifugaltuk 4 °C-on, 15000 g-n. A
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feliilisz6hoz 10-10 ml hideg acetont adtunk és hiitében tartottuk 12 o6ran keresztiil. Masnap
4 °C-on, 15000 g-n 10 percig centrifugaltuk, majd az acetonos csapadékot 15 ml foszfat
pufferben (0,1 M, pH 6,0) oldottuk. A reakci6 elegy 10 ml-ébe 0,1 M-os (pH 6,1)
foszfatpufferbe bemértiink 2 ml 1 mM-os IES-t, I ml 1 mM-os MnCl,-t, 0,1 ml 1 mM-os
H,05-t és 2 ml enzimkivonatot. 30 percig inkubéltuk 25 °C-on, majd az el nem bontott IES
mennyiségét a Gordon-Weber reagenssel (10 mM FeCl; 40 %-os perklorsavban oldva)
keletkez6 szin intenzitasanak 530 nm-nél, IES-t nem tartalmaz6 mintaval szemben térténo
mérésével hatdroztuk meg. Kalibraciés gorbét készitettiink, a nem-specifikus IES-
csokkenést forralt enzimes kivonattal 0Osszeallitott minta felhaszndldsaval vettiik
figyelembe. Az elbontott IES mennyiségét pg-ban megadva 1 mg fehérjére, 1 orara

vonatkoztattuk az enzim aktivitdsanak kifejezésére.
4.4. Kationok mennyiségének meghatdarozdsa

Két hetes kallusz szoveteket 72 °C-on szaritottunk 72 6raig. A Na'-, K'-, Ca2+—,
Mg**- és 6ssz Fe- (Fe*™ és Fe’") tartalmat ismert mennyiségii (kb.100 mg) szaraz anyag
savas feltarasa utan hataroztuk meg. A mintdkat 5 ml koncentralt salétromsavban tartottuk
12 o6raig, majd cc. HNO; és 30% H,O, 5:4 térfogataranyu elegyében 200 °C-ra hevitve

crer

polarizalt atomabszorpcios spektrofotométerrel mértiik.
4.5. Antioxidans enzimek aktivitasanak méréesénél alkalmazott modszerek

A két hetes kalluszokat 3 mM EDTA-t, 1 mM fenilmetilszulfonil-fluoridot (PMSF)
¢és 1 % polivinil-polipirrolidont (PVPP) tartalmazé 100 mM-os foszfat pufferben (pH=7,0)
jégen homogenizaltuk. A homogenizdtumot gézen atsziirtiikk, majd centrifugaltuk 4 °C-on
15 percig, 15000 g-n. A feliilisz6t hasznaltuk az enzimek aktivitasdnak meghatarozasahoz.
A kivonatok 0sszfehérje tartalmat Bradford (1976) modszerével mértiik meg.

A guajakol peroxidaz aktivitasdit meghataroztuk oldhato- és sejtfalhoz kotott
frakcioban is. Ehhez a szoveteket 1 mM Tris-MES pufferrel homogenizaltuk 2 % PVPP és
0,2 % Triton X-100 detergens hozzdadasaval. 18000 g-n, 20 percig tartd centrifugalas utan
még kétszer ismételtik a kivonast az iiledékkel, a feliiliszokat Osszedntve kaptuk az

oldhat6 peroxidazokat tartalmazé frakciot. A sejtfalhoz ionosan kotott peroxidazokat

35



ugyancsak haromszori ismétléssel extrahaltuk az iiledékbdl 1 M KCl-ot tartalmaz6 Tris-
MES pufferrel, 2-2 ml pufferben 1 6rdig 4 °C-on tartva biztositottuk a peroxidazok oldasat.
Az iiledéket az utols6 centrifugdlas utan 0,1 M-os Tris-MES pufferben oldott (pH=5,8)
peroxidaz mentes cellulaz (Onozuka R-10, Serva, 2%) és pektindz enzimek hatdsdnak
tettiik ki 8 ora id6tartamig. Az igy kinyert, sziirt és lecentrifugélt frakcid tartalmazta a
sejtfalhoz kovalensen kotott peroxidazokat (Hendricks és mtsai, 1985).

A szuperoxid dizmutdz (EC 1.15.1.1) aktivitasdnak meghatarozasakor

felhasznaltuk, hogy az enzim gatolja a formazannak a nitro blue tetrazolium-bol (NBT)
torténd képzodését fényben, riboflavin jelenlétében (Dhindsa és mtsai, 1981). A
reakcidelegy 3 ml-e tartalmazott 50 mM-os, pH 7,0-es, 13 mM metioninnal és 0,1 mM
EDTA-val kiegészitett foszfat pufferben 100 ul 5 mM NBT-t, 100 ul 0,2 mM riboflavint
¢s100 pl enzimkivonatot. A mintdkat intenziven megvildgitott helyen 15 percig tartottuk,
majd a keletkezett formazan fényelnyelését 560 nm-en mértiik. Referenciaként sotétben
tartott sorozatot allitottunk be, ill. enzim nélkiili oldatban is mértilkk a reakciot. Azt az
enzimmennyiséget, ami az NBT redukcidjanak 50 %-os gatlasat eredményezi fényben, egy
enzimegységnek nevezziik (U). Az enzim aktivitdsit 1 mg fehérjére vonatkoztatva
specifikus aktivitasban kifejezve adtuk meg (U/mg fehérje).

A kataldz (EC 1.11.1.6) aktivitasanak meghatarozasa a H,O, kimutatasan alapul,
amelynek abszorpcido csokkenését 240 nm-en mértiik (Upadhyaya és mtsai, 1985). A
reakcioelegy Osszedllitdsanal 2750 ul 50 mM-os, pH 7,0-es foszfat pufferhez adtunk 150 pl
enzimkivonatot és 100 pl 1%-o0s H,O,-t. Az extinkcidvaltozast fél perc utan kezdtiik mérni
szobahOmérsékleten kvarckiivettaban, foszfatpufferrel szemben 2 percig. Kiszamoltuk azt
az enzimmennyiséget, amely katalizalja 1 umol H,O, elbomlésat 1 perc alatt (€40=43,6
mmol'em™, U = elbontott H,O, pmol/pere, specifikus aktivitas = U/mg fehérje).

A guajakol peroxidaz (EC 1.11.1.7) aktivitast a guajakol oxidacigjanak 470 nm-en

mért abszorpcid nodvekedésével hataroztuk meg (Upadhyaya és mtsai, 1985). A 3 ml
reakcioelegybe 50 mM, pH 7,0-es foszfat pufferhez adtunk 750 pl 1 %-os guajakolt, 10-50
ul fehérjekivonatot és 300 pl 1 %-os HyO»-t. Az 1. és 2. perc kdzotti extinkciovaltozasbol
kiszdmoltuk azt az enzimmennyiséget, amely katalizdlja 1 pmol tetraguajakol képzddését
(£470=26,6 mmol'em™, U = keletkezett tetraguajakol /perc).

A glutation reduktdz (EC 1.6.4.2) miikkddését 412 nm-en torténd abszorpciovaltozas

méréssel kovethetjiik nyomon, amikor a glutation diszulfidbdl keletkezd GSH a DTNB-t
/5,5’-ditio-bis(2-nitro-benzoesav), Ellman reagens/ redukalja. A reakcidelegy 0,1 mM

NADPH-t, 10 mM GSSG-t, 0,75 mM DTNB-t tartalmazott 50 mM-os, pH 7,0-es
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foszfatpufferben (Smith és mtsai, 1988). A mintakat fél perc utan GSSG-t nem tartalmaz6
kontrollal szemben mértiik 2 percig. Meghataroztuk az egy perc alatt redukélodott DTNB
mennyiségét és 1 mg fehérjére vonatkoztatva specifikus aktivitas értékeket szdmoltunk
(e412=13,6 mmol'em™, specifikus aktivitds = redukalt DTNB pmol/perc/mg fehérje).

A glutation S-transzferdz (EC 2.5.1.18) aktivitast Habig ¢s mtsai mddszere alapjan

hataroztuk meg (Habig és mtsai, 1974), 1-klor-2,4-dinitrobenzol (CDNB) mesterséges
szubsztrat felhasznalasaval. 2 ml reakcioelegy tartalmazott 0,1 M pH 6,5-06s foszfat
pufferben 200 pl enzim kivonatot, 3 umol GSH-t, 1 pmo6l CDNB-t. A reakciot a CDNB
hozzdadasaval inditottuk és az extinkcio valtozasat 340 nm-en 3 percig mértiik. €340=9,6
mM'em”, U = az egy perc alatt keletkezett konjugalt termék mennyisége pmol-ban
megadva. Az enzim mikodését specifikus aktivitas egységben fejeztiik ki (U/mg fehérje).

A glutation peroxiddz (EC 1.11.1.9) aktivitast Awasthi és mtsai (1975) mddszere

szerint, Gronwald ¢és Plaisance (1998) modositasa alapjan hatdroztuk meg kumén
hidroperoxid (CHP) szubsztrattal. A kimutatasi reakcié alapja a szerves hidroperoxidok
atalakitasa kozben keletkezé GSSG visszaredukalasahoz hasznalt NADPH mennyiségének
mérése. A reakcidelegy 2 ml végtérfogatban tartalmazott 0,1 M pH 7,0-es foszfat
pufferben 0,2 mM NADPH-t, 4 mM GSH-t, 0,05 U btza extraktumbdl tisztitott GR
enzimet (Type II, Sigma), 200 pl enzimkivonatot és 0,1 mM CHP-t. A reakciét CHP
hozzaadéasaval inditottuk, 1 perc utan mértiik az extinkci6 valtozasat 340 nm-en GSH-t és
NADPH-t nem tartalmazé mintaval szemben 2 percig. A nem-specifikus NADPH-oxidacio
figyelembe vételéhez az extinkcio kiilonbséget meghataroztuk CHP nélkiil is. €349 = 6,22
mM'em™, az egy perc alatt fogyott NADPH-t umoél-ban megadva fejeztik ki az U

enzimegységet, a specifikus aktivitast 1 mg fehérjére vonatkoztatva adtuk meg.

4.6. H;0; és tiobarbiturat-reaktiv anyagok (malondialdehid) koncentrdacidjanak mérése

A szovetek H,O, tartalmat Asada és mtsai (1974) fluorometrias modszere alapjan

hataroztuk meg. 0,5 g kalluszt folyékony N,-ben lefagyasztottunk, majd 0,5 ml 0,1M-os,
pH = 7,0-es foszfatpufferrel homogenizaltuk. Centrifugalds utdn 25 pul kivonatot adtunk a
reakcidelegybe, amely 0,5 mM homovanillinsavat és 0,25 U torma peroxidazt tartalmazott
3 ml végtérfogatban. A kivonatok fluoreszcencidjat 295 nm excitacids és 415 nm emisszios
hullamhosszak alkalmazasaval mértiikk meg. Kalibraciot 10 uM H,O,; térzsoldat megfeleld

higitasaval készitettiink.
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A lipidek oxidativ-peroxidativ bomlastermékeit, amelyek koziil legjelentésebb a

malondialdehid (MDA), tiobarbitursavval valo reakcidjuk alapjan lehet meghatirozni

(Ederli és mtsai, 1997). Megjegyezziik, hogy a tiobarbitirsav egyéb - stresszhatdsok
kovetkeztében keletkez6 - reaktiv aldehid kimutatasara is alkalmas, ezért a malondialdehid
tényleges szintje kisebb lehet a kapott értéknél. 0,5 g kalluszt 5 ml 0,1 %-os
triklorecetsavval (TCA) homogenizaltunk, a tovabbi lipidperoxidacié megakadalyozéasa
érdekében 500 pl 4 %-os butilhidroxi-toluént (BHT) adtunk az extraktumhoz. 15000 g-vel
centrifugéltuk 4 °C-on 25 percig, majd a feliilusz6 1 ml-ét dsszekevertiik 4 ml, 20 %-os
TCA-ban oldott, 0,5 %-os tiobarbitirsavval és 100°C-on 30 percig inkubaltuk. Az
abszorbancidt 532 nm-nél mértilk, amit a 600 nm-nél mért nem-specifikus értékkel
korrigaltunk. Az MDA tartalmat a 155 mM'ecm' molaris extinkciés koefficiens

felhasznalasaval szamoltuk.

4.7. Etiléntermelés mérése

A kiilonb6zo koru kalluszok etiléntermelését a Tari és Mihalik (1998) altal kozolt
modszer alapjan mértiik. 0,5 g kallusz szovetet Iégmentesen zart csOben tartottunk 1 6raig,
majd a gaztérbdl 2 ml-t injektaltunk a gadzkromatografba (Hewlett-Packard 5890 Series II),
amely langionizacids detektorral volt ellatva.

Az auxinok etiléntermelésre kifejtett hatdsanak vizsgalatakor a kalluszokat 0,5-5
uM 2.,4-D-vel kiegészitett taptalajon, iiveg tenyészedényekben neveltiik. Adott id6 utan (0,
2, 11, vagy 13 nap) az edényeket fél ordig steril fiilke alatt levegdztettiik, majd
légmentesen lezartuk és 25 °C-on tartottuk. A keletkezett etilén mennyiségét 24 Oras
inkubdlés utan hataroztuk meg.

Az etilén receptor gatld 2,5-norbornadiénnel (NBD) végzett kezelés esetén az

etiléntermelés meghatarozasa utan a kalluszok GST és GUS aktivitasat mértiik.
4.8. F-glukuronidaz aktivitas meghatdrozdsa

A GUS aktivitast Jefferson (1987) modszere alapjan hatdroztuk meg (Szabd és
mtsai, 1995). A kalluszokat Eppendorf centrifugacsében homogenizaltuk kvarchomokkal,

200 pl jéghideg extrakcids pufferrel (50 mM, pH 7,0-es foszfat fufferben 10 uM DTT, 1
mM EDTA, 0,1 % Triton X-100). 5 perc centrifugalas utan 25 ul mintat vettiink és 75 pl,
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1 mM 4-metilumbelliferil-B-D-glukuroniddal kiegészitett extrakcios puffer hozzaadasaval
inkubaltuk 0 vagy 30 percig 37 °C-on. A reakciot 100 pl 2 M-os Na,COj; hozzaadaséaval
allitottuk le. A keletkezd metilumbelliferon (MU) fluoreszcencidjat hataroztuk meg, az
excitacios hullamhossz 365 nm, az emisszids hulldmhossz 455 nm volt. A képzddott MU
mennyiségét nmol-ban megadva, 1 mg fehérjére, 1 ordra vonatkoztatva fejeztiik ki a GUS

aktivitast.

A kisérleteket legalabb 3 fiiggetlen ismétlésben kiviteleztiik, ezekbdl atlagot és
szorast szamoltunk. A glutation peroxidaz aktivitds és az etilénfejlédés meghatarozasanal

egy reprezentativ kisérlet min. 4 mérésének adataibol szadmolt atlagot és szorast abrazoltuk.
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5. Eredmények és értékelésik

5.1. Az auxin autotrof és heterotrof kalluszok novekedése és auxin metabolizmusuk

Az auxin autotrof és heterotrof kallusz vonalak ndvekedési ratdjat osszehasonlitva azt
tapasztaltuk, hogy az autorof szovetek auxin nélkiili taptalajon citokinin jelenlétében
nevelve lassabban néttek, mint a heterotréf kalluszok a 17 uM IES és 0,5 uM 2,4-D
auxinokkal kiegészitett RM taptalajon (5.1. dbra). A legnagyobb kiilonbség 10-14 napos

korban, az intenziv novekedés idoszakaban mutatkozott (5.2. abra A).

Heterotrof

5.1. abra: Két hetes auxin heterotrof dohany kalluszok kinetin- €s auxintartalmi RM
taptalajon, ill. auxin autotréf kalluszok auxint nem tartalmazé taptalajon nevelve.

Ha a kalluszokat olyan taptalajra helyeztiik, amely az altalanosan hasznalt auxin
mennyiségnek 0,1—10-szeresét tartalmazta, a heterotr6f kalluszok az alacsonyabb auxin
koncentraciok jelenlétében fenntartottak novekedésiiket, de auxin nélkiil csak rovid ideig
tudtak osztodni, késébb novekedésiik megsziint. Az 5- és 10-szeres auxin koncentraciok
szupraoptimalisnak bizonyultak, a ndvekedést gatoltak. A habitudlt sejtek novekedését mar
a legkisebb auxin koncentraci6é alkalmazasa is csokkentette, szamukra az auxin nélkiili

taptalaj az optimalis (5.2. abra B). Az id0 fiiggvényében vizsgalva a ndvekedést megalla-
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A Kalluszok névekedése

@ heterotrof
6 - autotrof

—@— heterotrof
- -O- - autotréf

Friss tomeg (g/Petri)
Friss tomeg (g/Petri)
N

25 0 01x 05x 1x 5x  10x

auxin a taptalajban

5.2. abra: Auxin autotr6f és heterotrof dohany kalluszok ndvekedése.
A: friss tomeg gyarapodas 17 puM IES-t és 0,5 uM 2,4-D-t tartalmazé6 RM
taptalajon (heterotrof kalluszok), ill. auxin nélkiil (autotrof kalluszok esetében).
B: a kulturdk névekedése 0,1-10-szeres mennyiségii auxin jelenlétében 2 héttel a
taptalajra lltetés utdn. A heterotrof kalluszok fenntartdsdhoz haszndlt taptalaj
auxintartalma: 17 pM IES ¢és 0,5 uM 2.,4-D (1x).

pitottuk, hogy az auxin-igényes szovetekben a ndvekedés exponencidlis, majd linearis
fazisa korabban kovetkezik be; az autotrof szovetnél a novekedési gorbe ellaposodo és a 3.
hét végére kozeliti meg tomegiik atlaga a heterotrof vonalét.

A heterotrof kalluszsejtek novekedését az exogén auxinok serkentik, illetve
novekedésiikhoz exogén auxint igényelnek, hiszen a sejtek auxin bioszintézisére nem
képesek. Az autotrof kallusz indolecetsav tartalma sajat bioszintetikus folyamatainak
eredménye. Az auxin bioszintézis els6 enzimatikus reakcidjat, a triptofan aminotranszferaz
altal katalizalt reakciot széles szubsztratspecifitasii enzimek is katalizaljak, és a triptofan
mennyisége sem limitdld a ndvényi szovetekben (2.5. dbra; Wightman és Forest, 1978;
Koshiba ¢s mtsai, 1993). A reakcioban keletkez6 indol-3-piroszdlésav bomlékony
vegylilet, amely in vitro is gyorsan dekarboxildciot szenved és indol-3-acetaldehiddé
(IAAId) alakul. Az indol-3-acetaldehid — indol-3-ecetsav atalakulast az aldehid oxidaz
(AO) enzim katalizdlja (Seo és mtsai, 1998), amelynek aktivitdsat poliakrilamid
gélelektroforézissel, nativ gélben torténd elvalasztas utan, indol-3-acetaldehid (IAAIld) és
indol-3-aldehid (IAld) szubsztratokkal hataroztuk meg.

Az IES bioszintézis meglétét IAAld szubsztrat alkalmazasaval mutattuk ki. Mind a

heterotrof, mind az autotrof vonalban talaltunk AO aktivitast, azonban az izoenzim
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Aldehid oxidaz aktivitas

Szubsztrat:
Indol-3-acetaldehid Indol-3-aldehid
Aol [ AOL A

AO2 —p

5.3. abra: Két hetes dohany kallusz szovetek aldehid oxidaz aktivitasa IAAld és TAld
szubsztrat jelenlétében. A heterotrof kalluszokat (A) 17 uM IES-t és 0,5 uM
2,4-D-t tartalmazé téptalajon, az autotrof kalluszokat (B) exogén auxin
nélkiili taptalajon neveltiik.

mintazat kiilonbozott: az auxin autotrofokban 11j izoenzim aktivitasa volt kimutathat6 (5.3.
abra). Az indol-acetaldehidet szubsztratként elfogadd AO aktivitas azt mutatja, hogy az
IES bioszintézisét a heterotrof sejtekben nem ennek az enzimnek a hidnya limitalja.

Az aldehid oxidazok is széles szubsztratspecifitassal rendelkeznek. Koshiba és
mtsai (1996) kukorica koleoptil AO enzimrdl kimutattak, hogy elfogadja az IAAld-et és az
[Ald-et is szubsztratként, igy feltételezhetden szerepe van az IES bioszintézisben és/vagy
lebontasban is. Arabidopsis surl (superrootl) auxin tultermeld mutansban kimutattdk,
hogy a harom aldehid oxiddz izoenzim koziil (AO1; AO2; AO3) a legkisebb mobilitassal
rendelkezd AO1 aktivitasa joval kisebb volt a vad tipusban, mint az auxin taltermel6 sur/
mutansban. A legnagyobb mobilitasi AO3 aktivitdsa a csirdzast kdvetd néhany napban a
vad tipust ndvényben nagyobb volt, késobb kiegyenlitddott a két vonalban. Az AO1 6tszor
nagyobb aktivitast mutatott IAAld szubsztrattal a sur/ mutdnsban, mint a kontrollban, igy
a szerzok feltételezik részvételét az IES bioszintézisben (Seo €és mtsai, 1998).

Az 1j AO izoenzim (AO1) megjelenése a dohany autotrof szovetekben jelezheti az
IES bioszintézis aktivalodasat egy uj, eltérd szabalyozottsagi enzimfehérje révén. 1Ald

szubsztrat alkalmazasaval a két vonalban azonos izoenzimeket tudtunk kimutatni, az
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enzimek aktivitasa szintén a hormon heterotrof szovetekben volt magasabb (5.3. abra), itt a
taptalaj exogén auxint tartalmazott. Az AO2 izoenzim szerepet jatszhat az IES
lebontasaban, amikor az ecetsav-oldallanc peroxidazok altal inicialt dekarboxilacidja utan
keletkezd indol-aldehidet indol-karbonsavva oxidalja (2.6. abra). Ez az aktivitds a
peroxidazok altal megkezdett, hatékony inaktivalas befejezd 1€pése, tehat nem hatarozza
meg kozvetleniil az endogén IES szinteket.

Az auxin autotrdf és heterotrof kalluszok novekedése az 5.2. A. 4bra alapjan csak
kinetik4jaban tér el, ami azt mutatja, hogy az autotrof kallusz novekedését az endogén IES
szint nem limitdlja. Ez 0sszhangban van Koves és Szabd eredményeivel, akik az IES-t
spektrofluorimetrias modszerrel meghatarozva azt tapasztaltdk, hogy az auxin autotro6f
szovetek IES tartalma kinetikajaban eltér a heterotrofokétol, egy hét utan alacsonyabb, két-
¢s harom hét utan magasabb IES koncentraciot mutattak ki a habitudlt szovetekben. A
kiilonbség az endogén IES koncentracidban nem olyan mértékii, ami a kiils auxinra adott

eltéré novekedési valaszt magyarazna (Koves €s Szabo, 1987).

5.2. A kalluszok novekedése kiilonboz6 homérsékleten ill. abiotikus stresszorok

jelenlétében

A kalluszok novekedését megvizsgaltuk 15-35 °C kozotti hdmérsékleten tartva a
kultardkat a taptalajok hormondsszetételének valtozatlanul hagyasaval. A heterotrof
kalluszok novekedése a homérséklet fliggvényében 30 °C-ig nott, afolott mar gatlédott. A
novekedés lassitdsa kedvezdtlen koriilmények kozott a ndvények egyik adaptacios
stratégidja, amelynek szerepe lehet tobbek kozott az energia megdrzése a védekezd
mechanizmusok szamara (May és mtsai, 1998). Az auxin autotrof szovetek ndvekedési
ratdja azonban még 35 °C-on is emelkedd tendenciat mutatott, a kalluszok friss tomege 2
hét utdn ezen a hdmérsékleten meghaladta a heterotr6fokét (5.4. dbra A). Ez arra utal, hogy
a habitudlt szoveteknek nemcsak a hormon metabolizmusuk véltozott meg, hanem
stressztolerancidjuk is. 50-300 mM NaCl- és 0,1-5 mM KNO, altal eldidézett stressz
hatdsara a kalluszok friss tomegét mérve megallapithattuk, hogy az auxin autotréf szovetek

a novekedési ratdjukat magasabb sokoncentraciok alkalmazasakor is fenn tudtak tartani. Ez

crer
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5.4. abra: Két hetes auxin heterotrof és autotrof kalluszok novekedése A: kiulonb6zo
hémérsékleten, B: NaCl jelenlétében, C: KNO, alkalmazésa esetén.
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5.3. Sostressz hatasanak tanulmanyozasa heterotrof és autotrof sejtvonalakban

5.3.1. 100 mM NaCl hatdasa a kationok mennyiségére

A tovabbiakban a heterotrof és az auxin autotrof vonalak abiotikus stresszorokkal
szemben mutatott eltérd érzékenységét a 100 mM NaCl kezeléssel kivaltott sostressz
esetében tanulméanyoztuk. Ez a koncentraci6 a ndvekedés alapjan a heterotrofnal
jelentdsebb stresszt okozott, mint az autotr6f vonalnal (5.4. dbra B, 5.5. abra A). A
méréseket kéthetes korban, az intenziv ndvekedési szakaszban végeztiik.

A Na' koncentracié atomabszorpciés meghatarozasaval megallapitottuk, hogy az
endogén Na' tartalom a 100 mM NaCl-dal kiegészitett taptalajokon nevelt szovetekben 2
hét utan hasonld mértékben, kozel 10-szeresére nétt. A habitualt kalluszok Na' felvétele
nem gatolt, hiszen a Na' koncentracié a sokezelt autotrof vonalban csaknem azonos a
heterotroféval (5.5. dbra B).

Ezek az adatok egyben arra is utalnak, hogy az autotrof sejtek sorezisztencidja nem
a Na-ionok Na'/H" antiporter altal torténé aktiv kipumpaldsan alapul. A sejteknek tehat a
Na' felvétele utan aktivalnia kell azokat a mechanizmusokat, amelyek a nagyobb
citoplazmatikus Na" koncentracié atmeneti toleralasat jelentik, majd lehetévé teszik az ion
vakuo6lumba iranyul6 transzportjat (Zhu, 2001).

Az egyéb kationok koziil a Ca**, K és Mg nagyobb koncentracioban volt jelen az
autotrof kalluszokban, mint a heterotrofokban. A K™ és Mg® novényi sejtek turgoranak,
ionfelvételi folyamatainak ¢és kiilonb6z6 enzimek miikddésének fenntartasdhoz sziikséges,
mig a Ca®" szamos enzim aktivitasanak befolyasolasa mellett a jelatvitelben méasodlagos
»~messenger” funkcioval is rendelkezik. 100 mM NaCl hatasara ezeknek az ionoknak a
koncentracioja a heterotrof szovetekben csokkent, mig az auxin autotrofokban tovabb
emelkedett (5.5. dbra C,D,E).

Az &6ssz vas - Fe’' és Fe'" - koncentraciojat atomabszorpciés méréssel

meghatarozva az autotrof kalluszokban kevesebb vasat lehetett kimutatni. A Fe*" a Fenton

reakcidban részt vesz a reaktiv OH- gyokok generdldsdban és az oxidativ stressz
folyamatokban is; kisérleteinkben a sokezelés mindkét kultirdban tovabbi Fe-tartalom
csOkkenést eredményezett (5.5. abra F), ennek mértékébol arra kovetkeztethetiink, hogy ez
hozzajarulhat az autotrof sejtek oxidativ stresszel szemben mutatott rezisztencidjanak
novekedéséhez. Az adatok azt jelzik, hogy az autotrdéf kalluszokban a megvaltozott

koriilményekhez valdé alkalmazkodds soran aktivalodtak ionhaztartds modosulasat
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5.5. abra: 100 mM NaCl hatasa 2 hetes dohany kalluszok novekedésére (A), Na*
koncentréciojara (B), Ca’™-, K", Mg2+-
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eredményezd folyamatok, amelyek segitik a sejtek novekedésének fenntartasat stressz

esetén.

5.3.2. Sostressz hatdsa az antioxidans enzimek aktivitasara, a H,0; tartalomra és az

etiléntermelésre

Az oxidativ stressz a legtobb abiotikus stresszor hatasara indukélodik, igy a
novények sostresszre adott valaszreakcidinak is 1ényeges elemét jelentik az antioxidans
védémechanizmusok.

A H;0;-ot termeld SOD aktivitdsat tanulmanyozva azt tapasztaltuk, hogy az
autotrof kalluszokban az enzim aktivitasa kb. fele volt a heterotréfban mértnek. 100 mM
NaCl stressz a SOD miikodését mindkét vonalban kismértékben, nem-szignifikdnsan

serkentette (5.6. dbra A).
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5.6. abra: SOD (A) és katalaz (B) aktivitdsanak valtozasa heterotr6f €s auxin autotrof
dohany kalluszokban 2 héttel a 100 mM NaCl tartalmu taptalajra helyezés utan.

Az antioxidans enzimek koziil a H,O,-t bont6 kataldz aktivitasa rendkiviil alacsony
volt a kalluszokban az intakt novényekben mért aktivitdsokhoz képest (5.6. dbra B). Ennek
lehetséges magyardzata, hogy a taptalaj tartalmaz redukalt cukrot, ezért a kalluszok nem
fotoszintetizalnak, vagy fotoszintézisiik minimalis (Csépldo és Medgyesy, 1986). A
fotoszintetikus elektrontranszport és a fotorespiracid alacsony szintje mellett kevesebb

reaktiv szabad oxigéngyok ill. H,O, keletkezik, ezért nincs sziikség a védé enzimek
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nagyobb aktivitdsara. NaCl hidnyaban a H,O,-t bontd kataldz aktivitdsa az autotrof
vonalakban tizedrésze volt a heterotrofokénak. A sostressz novelte az enzim aktivitasat, de
ez sokkal kisebb mértékli volt, mint a heterotr6f szovetekben (5.6. dbra B). Az autotrof
szovetek alacsony katalaz aktivitasa ellenére a kalluszok H,O; szintje kisebb volt, mint a

heterotrofoké. A NaCl kezelés csokkentette mindkét vonal H,O, tartalmat (5.7. abra).
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hatasara 2 hétig tart6 kezelés utan.

Mivel sostressz hatdsara szignifikdnsan csak a heterotrof kalluszokban emelkedik
meg a H,O, eltavolitasaban fontos kataldz aktivitdsa, arra kovetkeztethetiink, hogy az
autotrof szovetek valosziniileg mas védekezd mechanizmusokat indukéalnak, amelyek
eredményeként NaCl kezelés utdn még alacsonyabb H,O, koncentracié mutathato ki (5.6.
¢s 5.7. abrék). Ilyen - hidrogén peroxid koncentraciot csokkentd - enzimek lehetnek a
peroxidazok, amelyek széles szubsztratspecifitdssal rendelkeznek, bar vannak kozottiik
viszonylag jol definidlt funkcioval rendelkezd enzimek is, mint pl. az indol-ecetsav
oxidalasat katalizalok (Asada, 1992). Az egyik altalanos szubsztratjuk a guajakol.

A kultirdk peroxidadz aktivitdsat guajakol szubsztrattal mérve a heterotrof
mintdkhoz viszonyitva az autotrofok az oldhatd- és a sejtfalhoz ionosan kotott frakcidoban
kb. kétszeres peroxidativ kapacitast mutattak, és a sejtfal poliszacharidokhoz kovalensen

kotott enzim aktivitasa is magasabb volt (5.8. abra A,C,D). 100 mM NacCl az ionosan
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5.8. abra: Peroxidaz aktivitdsdnak valtozasa dohdny kalluszokban 100 mM NaCl hatasara
a kezelés utan 2 héttel. A: oldhaté guajakol peroxidaz (GPX) aktivitas, B:
oldhat6 IES oxidaz aktivitas, C: ionosan kotott frakcidé GPX aktivitasa, D:
kovalensen kotott frakcio GPX aktivitésa.

kotott  frakcioban mindkét  sejttipusndl  kismértékli  GPX  aktivitds  csokkenést
eredményezett. Az oldhatd- és kovalensen kotott peroxidazok aktivitdsa 2 - 4-szeresére
nétt a heterotr6fokndl, a habitudltaknal nem kovetkezett be tovabbi szignifikans
aktivalodas (5.8. abra A,C,D).

Az oldhatd frakcid peroxidaz aktivitasat specifikusan IES szubsztrattal mérve
szintén az autotréfokban tapasztaltunk nagyobb aktivitast. Eredményeink kiilonboznek az
aldehid oxidaz aktivitasanak nativ gélben, indol-3-aldehid szubsztrattal torténd
meghatarozassal kapott aktivitasoktol, amelyek az IES lebontas egy H,O,-t nem igényld

reakcidlépésének miikodését mutatja. Az auxinok lebontdsdban azonban fontos szerepet
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toltenek be a peroxidazok. NaCl kezelés az autotrof szovetek IES oxidaz/peroxidaz
aktivitasaban az oldhaté GPX aktivitdshoz hasonloan tovabbi ndvekedést eredményezett,
mig a heterotrofoknal nem okozott szignifikans valtozast (5.8. abra B).

Bisbis ¢s mtsai (1999) auxin- és citokinin-fiiggetlen cukorrépa kalluszok tanulméanyozasa
soran kimutattdk, hogy a porfirinvazas vegyiiletek koncentracidja, igy a klorofill- és a
hemtartalom is alacsonyabb volt az autotrof vonalakban. A jelenség oka, hogy a pirrol
bioszintézis intermedierjének, a 6-aminolevulinsav (ALA) szintézisének kloroplasztiszban
végbemend folyamata gatlodik, valamint a habitudlt szovetekben felhalmozodo
benzolszarmazékok gatoljadk az ALA — porfirin atalakitast végz6 enzim miikodését. Az
anyagcserefolyamatokban bekovetkezett valtozds a hemoproteinek szintézisének
csokkenéséhez vezet, amely alacsonyabb peroxidaz- és kataldz aktivitidst eredményez a
teljesen habitualt cukorrépa kalluszokban.

Az auxin autotr6f dohany vonalaink fenotipusa kiillonbozik a teljesen habitualt,
klorofillt nem tartalmazd cukorrépa vonaltol, amelyet valédi névényi rakos szovetnek
tekintenek (Gaspar, 1998). Autotrof kultirank a heterotr6thoz viszonyitva nem tartalmaz
kevesebb klorofillt (5.1. abra), ez arra utal, hogy itt a tetrapirrol bioszintézis nem gatolt. Az
autotrof kalluszok katalaz aktivitasa ugyan alacsonyabb, mint a heterotr6foké, azonban a
peroxidaz aktivitdsuk minden sejtfrakcidoban magasabb; ez valosziniisiti, hogy hemoprotein
bioszintézisiik zavartalan; ennek igazolasa azonban tovabbi vizsgalatokat igényel.

A peroxidazok egyik legfontosabb funkcidja a ndvényi sejtekben a
sejtfalkomponensek keresztkotéseinek kialakitasa, amely akadalyozza a sejt méretének
tovabbi ndvekedését (Andrews és mtsai, 2002). A sejtfal-kotott peroxidazok aktivitasdban
meglévd kiilonbség lehet kozvetlen oka a heterotréf és autotr6f vonal 100 mM NaCl
kezelés esetén mutatott eltérd ndovekedésének. A kovalensen kotott peroxidaz aktivitas 100
mM NaCl jelenlétében a heterotrof szovetekben jelentdsen megemelkedett (kb. 4-
szeresére), az autotrof kalluszokban nem valtozott. Ez az aktivitds a sejtfalpolimerek
keresztkotéseinek kialakitasaval csokkenti a sejtfal elasztikussagét, és ez hozzéjarulhatott
ahhoz, hogy NaCl hatdsdra a heterotroéf szovetek nodvekedése gatlodott, az autotrof
kalluszok ugyan a kontrollnal is lassabban néttek, de az alkalmazott NaCl koncentracio
nem idézett eld szignifikans ndvekedésgatlast (5.5. abra A, 5.8. dbra A,C,D).
etilén indukalja (Ishige és mtsai, 1993; Ito és mtsai, 1994). Korabban mar ismert volt, hogy

az autotrof szovetek RM taptalajon altalaban kevesebb etilént fejlesztenek, mint a
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5.9. abra: Auxin heterotrof (A) és autotrdf (B) szovetek etiléntermelése 100 mM NaCl-dal
kiegészitett taptalajon.

heterotréfok (Koves és Szabd, 1987; Gaspar €s mtsai, 1988; Hagege €s mtsai, 1991), ez
lehet mind oka, mind kdvetkezménye a habitudcionak (Bisbis és mtsai, 1998).

A két kallusz tipus etiléntermelését megmérve azt tapasztaltuk, hogy a szdvetek
etilénfejlédése a kordbban megfigyelthez hasonléan alakult: az auxin-fliggd heterotrof
szovetek etilénfejlodlése 1 hét utan érte el a maximalis értéket; a felszabaduld etilén
mennyisége kb. tizszer nagyobb volt, mint az autotr6f vonalé. NaCl hatasara a hormon-
fliggd szovetek etilénszintézise megnd, ez szerepet jatszhat az oldhatd- és kovalensen
kotott  peroxiddzok sokezelés hatdsara bekovetkezett indukcidjaban. A habitualt
szovetekben NaCl jelenlétében az etilénprodukcidé nem valtozott szignifikdnsan (5.9. 4bra
A, B).

Bar az autotrof kultirdk esetében sem az etiléntermelés, sem a peroxidativ
kapacitasuk nem moédosult NaCl hatdsara, a magas - heterotrothoz viszonyitva kétszeres -
peroxidaz aktivitas értékeket a szovetek alacsony etilénprodukcidja nem magyardzza. (5.8.
¢€s 5.9. abrak). Ez azt jelzi, hogy az autotrof szovetekben a peroxidazok aktivalasaban mas

mechanizmus jatszik kozre.
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5.3.3. Glutationhoz kapcsolodo védekezo enzimek aktivitisanak és a malondialdehid

szintjének alakuldsa

Az oxidativ stressz kivédésében fontos szerepet jatszo oxidalt glutation (GSSG)
redukciodja kozponti szereppel bir, amelyet enzimatikusan a glutation reduktaz katalizal. A
GR aktivitasa a SOD-hoz ¢és katalazhoz hasonloan alakult: az auxin heterotrof kultiraban
magasabb volt, mint az autotréfban; a 2 hétig tartd6 100 mM NaCl kezelés hatdsara
indukalddott, mig a habitudltakban alacsonyabb értékeket mérhettiink, és két hetes
sostressz kezelést kovetden nem szignifikans az aktivalodas (5.10. dbra A).

A redukalt glutation szubsztratja a glutation S-transzferaz enzimnek is. A GST
aktivitds a két hetes autotrof szovetekben a heterotréfokhoz viszonyitva magasabb volt
(5.10. abra B). A GST-k nagy fontossagiiak a sejtre karos vegyiiletek eltavolitasaban
lehetové valik vakudlumba torténd kivalasztasuk. A GST-knek szerepiik lehet egyéb
endogén természetes novényi produktumok (mdsodlagos anyagcseretermékek és
hormonok) konjugéalasaban, izomerdz reakciok katalizalasaban és bizonyos vegytiletek
szallitasaban 1is, igy dont0 szerepet jatszhatnak a novények normalis fejlodésének
eldsegitésében (Martinoia és mtsai, 1993; Li és mtsai, 1995; Marrs, 1996; Droog, 1997,
Edwards és mtsai, 2000).
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5.10. abra: Glutation reduktdz (A) és glutation S-transzferdz (B) aktivitasanak valtozéasa
100 mM NacCl hatasara auxin autotrof és heterotrof kalluszok 2 hetes kezelését
kovetden.
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Néhany GST izoforma glutation peroxiddz (GSH-PX) aktivitassal is rendelkezik és
GSH felhasznalasaval redukdl szerves hidroperoxidokat monohidroxi- szarmazékka. A
ndvényi glutation peroxidazok stressz hatasra indukdlodnak, szubsztratjuk lehet pl. a
linolénsav-hidroperoxid ¢és a 4-hidroxinonenal (4HNE) is, ami a lipidperoxidacié karosito
hatésai ellen védod szerepiiket bizonyitja (Gronwald és Plaisance, 1998; Bianchi és mtsai,
2002). GSH-PX aktivitassal rendelkez6 GST tultermeltetésével transzgénikus dohany
ndvények stressz tolerancidja jelentdsen novelhetd volt (Roxas és mtsai, 2000).

Kumén hidroperoxid (CHP) szubsztrattal mért glutation peroxiddz aktivitas az
autotrof dohdny szovetekben kb. 5-szorose volt a heterotrofokban mérhetdnek, €s értéke
NaCl kezelés hatdsara tovabb nétt. Ezzel Osszhangban a stresszhatds kovetkeztében
keletkezd malondialdehid (ill. a tiobarbitursavval reagald reaktiv aldehidek) szintje
csokkent az autotrof vonalban mind kontroll koriilmények kozott, mind séstressz hatasara
(5.11. abra A,B). Az, hogy NaCl alkalmazéisaval az MDA koncentracioja - a H,O,
tartalomhoz hasonldan - tovabb csokkent, jelzi a GSH-PX szerepének, a membranintegritas

fenntartasanak fontossagat a sostressz elleni védekezésben.
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5.11. abra: Glutation peroxidaz aktivitdsanak (A) ¢és a malondialdehid szintjének (B)
valtozédsa két hetes 100 mM NaCl kezelés hatdsara auxin autotrof és
heterotrof kalluszokban.
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Eredményeink arra wutalnak, hogy az autotrof sejtek nagyon hatékony
akklimatizaciés mechanizmussal rendelkeznek: az alacsonyabb SOD, katalaz és GR
aktivitas ellenére 100 mM NaCl nem csokkentette szignifikansan a kontrollhoz viszonyitott
novekedésiiket, H,O, és MDA szintjiik alacsonyabb volt a heterotrof szovetekénél. A
sostressz - ¢€s feltehetden egyéb stressz-indukalt oxidativ karosodas - elleni enzimatikus
védelemben a peroxidazok mellett a GST ¢és kiilondsen a GSH-PX aktivitas emelkedése
jatszik szerepet (Csiszar és mtsai, 2003).

A kiilonbozd koriilmények kozott nevelt kalluszok novekedési mérései igazoljak,
hogy altalanos jelenségrol van szd. A kisérleteinkben alkalmazott stressz tipusokban k6zos,
hogy oxidativ stresszt okoznak, aktiv oxigénformak keletkeznek, amelyek kozponti
szerepet toltenek be a stresszvéalaszban. A reaktiv oxigénvegyliletek szintje meghatarozza a
valasz tipusat: kis koncentracioban indukéljdk a védekezd géneket és az adaptiv
folyamatokat, nagy koncentraciéban beinditjadk a programozott sejthaldlhoz vezetd
folyamatokat. Neill ¢és mtsai Arabidopsis szuszpenzidés kultira vizsgalataval
megallapitottak, hogy a sejtek H,O,-dal szembeni tolerancidja korrelacidban volt a H,O»-

atalakitd képességiikkel (Desikan és mtsai, 1998; Neill és mtsai, 2002).

5.4. Exogén H,0, hatasa a kalluszok novekedésére, GST és GSH-PX aktivitasara

A szoveteket 0,01 — 10 mM H,0,-t tartalmazé taptalajokra iiltetve vizsgaltuk a
H,0,-altal kivaltott oxidativ stresszel szembeni toleranciat. A heterotrof vonal novekedése
2 hét utdn az 1 mM H,0,-dal kiegészitett taptalajon a kontroll értékének 40 %-ara
csokkent, 10 mM alkalmazasa esetén a sejtek elpusztultak (5.12. dbra A). Az autotrof
kalluszok lassabban néttek, mint a heterotrofok, tomegiik kb. fele volt az auxin-fliggd
kontrollokénak, azonban ezt a novekedési ratait magasabb H,O, koncentracid jelenlétében
1s megtartottak, ami mutatja az autotréfok hatékonyabb H,0O;-eliminéalasat. 5 mM exogén
H,O, mennyiség okoz a habitualt kalluszok tomegében kisebb mértékli csokkenést,
azonban a sejtek nagyobb részének pusztulasa mindkét vonalnal azonos, 10 mM exogén
H,0; koncentracional kovetkezett be (5.12. abra A).

Az auxin-fliggd szovetek GST aktivitdsa 0,1 mM H,0, koncentraciotdl emelkedett
kozel kétszeresére, 5 mM H,0O, kiemelkedéen magas, a kontrollhoz viszonyitva 6tszoros
GST aktivitds-novekedést eredményezett, jelezve a GST indukcidjat, szerepének

fontossagat a nagyobb oxidativ stressz esetén (5.12. dbra B). Az autotrof vonal GST

54



aktivitdsa a kezelés utan 2 héttel a 0-0,05 mM exogén H,0O, koncentracioknal magasabb
értéket mutatott, mint a heterotréfoké, de a H,O, mennyiségének ndvelésével az enzim

aktivitasa kevésbé valtozott (5.12. abra B).
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5.12. abra: Exogén H,O, hatasa a kalluszok novekedésére (A), glutation S-transzferaz- (B)
¢és glutation peroxidaz (C) aktivitasara a taptalajra helyezés utan két héttel.
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A GSH-PX aktivitas alakulésa eltért a GST-nél megfigyelttdl: a heterotrof kalluszoknal 0,1
mM H,O, koncentraciétol kezdédden volt ugyan kisebb mértékli novekedés glutation
peroxidaz aktivitasukban, de 5 mM H,O, téptalajhoz addsa a kontrollnal alacsonyabb
GSH-PX mukodést eredményezett (5.12. abra C). Az autotrof kulturaban magasabb GSH-
PX aktivitdsokat mértiink, de értéke a H,O, koncentracié fliggvényében nagymértékben
nem valtozott.

Eredményeink szerint az autotrof vonal exogén H,0O,-dal szemben is hatékony
védekez6 mechanizmussal rendelkezik, amelyben szerepet jatszhatnak a GSH-PX és GST
enzimek is, de aktivitasuk exogén H,O; hatasara 2 hétig tartd nevelés utan - a heterotroffal
ellentétben - nem ndvekedett. A tartésan magas GSH-PX aktivitas szoros korrelaciot mutat
az autotrof kalluszok novekedésével. A heterotrdf sejtekben az alacsony GSH-PX aktivitas
mérsékelt emelkedése nem elegendd a H,O,-indukalt oxidativ stressz kivédéséhez. Az
hogy a reaktiv oxigénformak kozvetleniil nem emelik meg szignifikdnsan az extrahalhato

GST és GSH-PX enzimek aktivitasait.

A GST aktivitast a szdveten belil tobb tényezd befolyasolja, koztiik
feltételezhetden az etilén is. Az etilén transzkripcios szinten aktival egy GST gént (GSTI) a
szegfll virdg sziromlevelének oregedési folyamata soran (Itzhaki és mtsai, 1994).

Tobb novényi GST promoterében azonositottak ocs- (oktopin szintdz) vagy ocs-szerii
szekvencidkat, amelyek feleldsnek bizonyultak mind stressz-, mind bioldgiailag aktiv
hormonok ¢és inaktiv hormonanaldgok-altali indukcioért (Ulmasov és mtsai, 1994; 1995;
Zhang ¢és Shing, 1994; Marrs, 1996). A mannopin szintdz 1 génjének promoterérdl (masi’)
szintén kimutattak, hogy az etilén és az auxin is befolyéasolja (Langridge és mtsai, 1989). A
masl’ promotert kordbban az auxin altali indukéalhatdosdga miatt kivantuk felhasznalni a
hormon 4ltal szabdlyozott folyamatok tanulmanyozasdban, ezért Aallitottunk eld
mas!’::GUS génkonstrukcioval transzformalt dohany ndvényeket, majd azokbdl auxin
autotrof vonalakat (Stefanov, 1992; Szabo ¢és mtsai, 1994). Az autotrof kalluszok stresszre
adott valaszanak €és a hormonalis viszonyok 0sszefliggésének vizsgalatdhoz a tovabbiakban
felhasznaltuk a masl’ promoterhez kapcsolt GUS aktivitas valtozasanak mérését is, és az
eddig tanulmanyozott folyamatok kozil a novekedés mellett a GST enzim aktivitasat
valasztottuk, mert mind a GST, mind a mas!’ promoter régiok tartalmaznak ocs- vagy ocs-
szerl cisz-regulalo elemeket, amelyek feleldsek lehetnek az erds és gyenge auxinok, auxin

analogok, etilén vagy mas stressz altali indukcidért.
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5.5. Exogén auxin hatasanak tanulmanyozasa a kalluszok novekedésére, GST- és

masl’::GUS aktivitasara

Kiilonvalasztva tanulmanyoztuk a természetes auxin IES és a szintetikus 2,4-D, mint
novekedésgatlast eredményezO stresszor hatdsat a kalluszok novekedésére, ¢és
Osszehasonlitottuk transzgénikus vonalainkban az auxin- €s stressz altal indukalhato
mas1’::GUS génfizid expresszidjat és a glutation S-transzferdz aktivitasat. A taptalaj IES-
ill. 2,4-D tartalmat az eddigiekhez hasonl6 0,1-10-szeres koncentracié-intervallumon beliil
valtoztatva az auxin-fliggd és auxin autotrof kalluszok novekedése jelentdsen eltért a két
auxin esetében is. A heterotrof szovetek 17 uM IES ill. 2,5 uM 2,4-D jelenlétében
mutattak maximalis novekedést, az autotrof szovetekben mindegyik alkalmazott IES- vagy
2,4-D koncentraci6 — a kordbban tapasztaltaknak megfeleléen — ndvekedésgatlast
eredményezett (5.13. dbra A,B). A kiilonb6z6 lefutdsu novekedési gorbék mutatjak, hogy
az auxint szintetizal6 autotrof kalluszok sokkal érzékenyebbek az exogén auxinra.

A szupraoptimalis auxinkoncentraci6 nodvekedésgatldé hatasa valdsziniileg a
jelatviteli utakon keresztiil kifejtett Osszetett valtozasok eredménye. Az utdbbi néhany
évben jelentek meg kozlemények arra vonatkozoan, hogy egyes hormonok jelatviteli
folyamataiban a H,0O;-nak fontos szerepe van, igy az abszcizinsav altal indukalt
sztobmazarddasban (Pei és mtsai, 2000), ¢és az IES 4ltal szabalyozott gravitropos valaszban
is kimutattak szerepét (Joo és mtsai, 2001). A szintetikus auxin tipust novényvéddszerek,
mint pl. a pikloram, H,0O, -tiltermelést eredményeztek a kétszikii galajban (Galium
aparine L.) (Grossmann és mtsai, 2001). Az auxinokrol ismert tovabba, hogy az etilén
szintézisét indukaljak génexpresszios szinten (Macdonald, 1997). A szupraoptimalis auxin
koncentracio tehat mind a H,O, szint emelésével, mind az etilénprodukci6 indukcidjaval
novekedésgatlast eredményezhet.

A GST aktivitds a novekedésre gyakorolt hatastol fiiggetleniil ndtt a kiilsé auxin
mennyiségének emelésével mind az IES, mind a 2,4-D esetében. Mind a természetes auxin,
az IES, mind a szintetikus 2,4-D lehet szubsztratja ¢s indukaloja is a GST-nek. Az autotrof
kalluszok GST aktivitdsa minden alkalmazott koncentracié esetében magasabb volt, mint a
heterotr6f szovetekben. A 17 - 170 uM IES és a 0,5 - 5 uM 2,4-D hasonlé mértékben, 2-3-
szorosra emelte a heterotrof kalluszokban az enzim aktivitasat (5.13. abra C,D). Az

autotrof kalluszokban sokkal nagyobb volt az indukcio, 1,25 - 5 uM 2,4-D esetében
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5.13. abra: IES ¢és 2,4-D hatésa a kalluszok novekedésére (A,B) GST aktivitasukra (C,D)

¢s a mas1’::GUS aktivitasra (E,F) 2 hét utan.
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kiilonosen magas, kb. 10-szeres értékeket mértiink (5.13. dbra C,D). Az alkalmazott
auxinok altal okozott eltérd GST aktivitdas novekedés oka lehet, hogy a 2,4-D, mint
stresszor is fejt ki indukalo hatést.

Osszehasonlitottuk a heterotréf és auxin autotr6f vonalakban a masI’ promoterhez
kapcsolt GUS riporter gén aktivitasat is, amely egyes GST promoterekhez hasonléan auxin
altal is indukalt. Az autotrof szovetek masl ’::GUS aktivitasa alacsonyabb volt mind auxin
nélkiili, mind IES-tartalmt taptalajon, mint a heterotrofoké. A 17 uM feletti kiilsé IES
koncentraci6 megemelte az auxin-fiiggd heterotrof kalluszok GUS aktivitasat, mig az
autotrofnadl mindegyik alkalmazott koncentracié hasonld, kisebb mértékli novekedést
idézett el6 a mas!’::GUS mitkddésben (5.13. dbra E). A 2,4-D hatasat tekintve a heterotrof
kalluszok fenntartdsdnal hasznalt 0,5 uM-hoz képest nem nétt a mas/’::GUS aktivitas, sot
a nagyobb 2,4-D koncentraciokndl alacsonyabb volt. Ehhez hasonléan az autotrof
szovetekben a 2,4-D koncentraciéi nem emelték szignifikdnsan a promoterhez kapcsolt
enzim aktivitasat (5.13. abra D).

A GST ¢és a GUS aktivitas valtozdsok nem mutattak kozvetlen korrelaciot a
kulturak novekedési mintazataval, a maximalis novekedést és a maximalis GUS aktivitast

kivalto auxin koncentraciok sem egyeztek meg.

5.6. 2,4-D hatasa a Kkalluszok etilén termelésére

A magas kiils6 auxin koncentracidk a szovetek szdmara egyfajta stresszt jelenthetnek,
stressz-etilén képzddést indukalhatnak, amely bekapcsolja az inaktivalo- és detoxifikalod
folyamatokat, igy befolyasolhatja esetleg a GST aktivitast is. A tovabbi kisérleteket a
szintetikus auxin 2,4-D alkalmazasaval végeztiik. A szdvetek etiléntermelését 2 hetes korig
0,5 -5 uM 2,4-D jelenlétében az 5.14. abran (A,B) lathatjuk. Az etilén képzddés kinetikédja
eltért a két kallusz tipusnal. A heterotrof vonalaknal 2,4-D -fliggd ndvekedést tapasztaltunk
az etiléntermelésben mar az atiiltetést kovetd napon, amely tovabb emelkedett a magasabb
2,4-D koncentracioknal. A 12. és 14. napon az etilén produkcié mar csokkent (5.14. abra
A). Az autotrof kultardknal az etilén fejlédést a 2,4-D kés6bb indukalta, kinetikaja a
vizsgalt iddtartam alatt nem maximum gorbe szerint alakult, és a termelt etilén mennyisége

kb. 10-szerese volt a heterotrofokban mért értéknek (5.14. abra B).
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Osszehasonlitva 2,4-D jelenlétében a szdvetek etiléntermelését és a ndvekedést
megallapithatd, hogy azok a heterotrof kalluszok, ahol az etiléntermelés magasabb volt -
pl. az 1,25; 2,5 és 5 uM 2,4-D esetében -, jobban novekedtek a 2 hét alatt (5.13. abra A,B
¢s 5.14. é4bra). Ezzel ellentétben az autotrof kalluszok nem néttek jol azokndl a 2,4-D
koncentracioknal, ahol tobb etilén képzddott, mint auxin-mentes taptalajon. Az, hogy az
etilénfejlédést indukald 2,4-D koncentraciok novelték a heterotrof szovetek novekedését,
de gatoltak a habitualtakét, arra utal, hogy a szovetek altal termelt etilénnek is szerepe lehet

az autotrof vonalak exogén auxinra mutatott novekedés gatlasaban.
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2,4-D jelenlétében. A: heterotrof, B: autotrof kalluszok

5.7. Az etilén receptor gatlo 2,5-norbornadién (NBD) hatiasa a GST- és GUS

aktivitasokra

Az etiléntermelés ¢és az enzimaktivitdsok kozti kapcsolat vizsgalatira tobb
idopontban végeztiink méréseket, ezek koziil a legjellemzébbet mutatjuk be. Az etilén
receptor gatlot 11 napos kalluszok 1égmentes lezarasa utan az edény faldra befecskendezve
¢s elparologtatva alkalmaztuk, 24 6ra utdn mértiik az etiléntermelés meghatarozasa utan az
enzimek aktivitdsat is. Ekkor a 2,4-D -fiiggd etilén-fejlodés sokkal nagyobb volt az

autotrof szovetekben, mint a heterotrofokban (5.14. ébra).
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A GST aktivitas a heterotr6f sejtekben NBD jelenlétében megnoétt (5.15. dbra A). Ez
azt jelzi, hogy az etilén receptor inhibitor NBD nélkiili mintdkban az etilén gatolja az auxin
altali GST indukcidt. Az autotréf kultirdkban azonban az NBD jelenléte a zart
tenyészedényekben nem idézett eld egyértelmii valtozast az extrahalhato GST aktivitasban
(5.15. abra B), bar egyes koncentracioknal szignifikans aktivitds csokkenés mutatkozott.
Természetesen, egy tisztitatlan kivonatban tobb izoenzim egyiittes aktivitdsa detektalhato,
igy nem zéarhat6 ki a magasabb 2,4-D koncentracioknal mas jelatviteli ut altal szabalyozott
GST aktivitas megjelenése sem.

A 2,4-D koncentracidjatol fiiggetleniil a heterotrof kalluszok 24 6ras, a kallusz tomegéhez

viszonyitva nagy térfogatu zart térben torténd nevelése nagyon alacsony GUS aktivitast
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5.15. abra: Az etilén receptor gatlo 2,5-norbornadién (NBD) hatasa a GST- (A,B) és GUS
aktivitasokra (C,D) 12 napos dohany kalluszokban.
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eredményezett (5.15. dbra C). Az etilén receptor kompetitor NBD jelenlétében azonban a
GUS aktivitds megndtt, és a mért eredmények hasonloak voltak a kordbban, Petri
csészében nevelt kalluszok aktivitdsadhoz (5.15. abra C, 5.13. dbra E). Eredményeink azt
mutatjak, hogy a masl’ promoéter mikodését az etilén — a GST enzim aktivitasahoz
hasonldan — gatolta.

Az autotrof kalluszok GUS aktivitdsa a 1égmentesen zart edényekben magas volt, az
etilén receptorokhoz vald kotddésének gatlasaval az aktivitds egy alacsonyabb, allando
szinten maradt minden 2,4-D koncentraciénal (5.15. ébra D). Az auxin autotrof
kalluszokban tehat a mas promoter mikodését az etilén — a heterotroffal ellentétben —

eredetileg serkentette.

5.8. Az auxin-etilén interakcio eltérésének feltételezett okai a heterotrof és

auxin autotrof kalluszokban

Az etilén eltéré hatasat a heterotrof és auxin autotro6f dohany kallusz vonalra a
jelatviteli utban bekovetkezett valtozassal magyarazhatjuk.

Az altalanosan ismert, hogy auxin hatdsara specifikus mRNS-ek mennyisége
gyorsan megemelkedik. Az auxin transzkripciora kifejtett hatasat az Aux/IAA és ARF
fehérjék kozvetitik. Ulmasov és mtsai (1997) hipotézise szerint az ARF transzkripcios
faktorok (az 5.16. dbran sarga szinnel jelolve) novelik a promoterben AuxRE regulald
elemeket tartalmazo gének transzkripciojat (5.16. abra). Az Aux/IAA proteinek (az 5.16.
abran zolddel jelolve) az ARF aktivitdst modositva, kozvetve szabalyozzédk a
transzkripcidt. Az Aux/IAA és ARF fehérjék a C-termindlis résziikon talalhatd konzervalt
régiok segitségével homo- és heterodimereket képeznek (2.9. dbra). Az ARF fehérjék csak
akkor aktivaljak a transzkripciot, ha homodimer formaban kétddnek a DNS-hez; ha az
Aux/IAA proteinekkel heterodimert képeznek, inaktivak (5.16. abra; Rogg és Bartel,
2001). Az Aux/IAA proteinek olyan represszor fehérjék, amelyek stabilitasa auxin hatasara
rendkiviil gyorsan, akar 2 percen beliil lecsokken (Zenser €és mtsai, 2001). A folyamatért az
ubiquitin-fliggd protein degradécio a felelds.

Az 5.16. abran lathato az SCF osztalyba tartozo ubiquitin-protein ligdzok szerepe,
amelyet Arabidopsis-ban irtak le részletesen. Az SCF komplex 4 alegységbdl all: SK1,

TIR1, cdc53/kullin és F-box fehérje. A képzddését az auxin befolyéasolja, az adbran az
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auxin-valasz kozvetitésében feltehetden pozitiv szerepet jatszo fehérjéket kékkel jelolték,
az auxin 4ltal serkentett 1épéseket pirossal (Rogg és Bartel, 2001). Az auxinok tehat
serkenthetik az Aux/IAA represszor fehérjék ubiquitin-fliggd degradalasat, de sziikséges
lehet a II-es domén pl. foszforilacio altali modositasa is (csillaggal jeldlve).

Ha az Aux/TAA fehérje szintje csokken, az ARF fehérjék nagyobb valdszintiséggel
dimerizalédnak ¢€s serkentik az elsOdleges vagy masodlagos auxin-valasz gének
transzkripcidjat. A primer auxin-valasz gének kozott van az Aux/IAA is, a géntermék
azonban auxin jelenlétében az ubiquitinalasi ut aktivalodasaval degradalodhat; auxin
hianyaban, vagy tul nagy mértékii képzddés esetén az ARF fehérjékhez asszocialodva

represszalja a transzkripciot (5.16. abra).
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5.16. abra: A génexpressziora kifejtett auxin hatds modellje (Rogg és Bartel,
2001). Magyarazat a szovegben.

Az elsédleges auxin-valasz gének kozott talalhatdé az ACC-szintdz génje is.
Transzkripcidja auxin hatdsara megnovekszik, ami az etilénképzddés emelkedéséhez vezet.
Az etilén is gatolja sajat bioszintézisét az auxin jelatviteli ut valamely elemén keresztiil, a
TIR1 fehérjével kolcsonhatva pedig szabalyozza az ubiquitindlasi utat is: néhany esetben
serkentd hatasat tudtdk kimutatni (Tian és mtsai, 2002). Etilén-inszenzitiv Arabidopsis
mutans vizsgalatakor Alonso és mtsai (2003) kimutattak, hogy az etilén befolyasolja a TIR/
gén milkodését, ezaltal is szerepet jatszik az auxin-véalaszban az ubiquitin-kozvetitte

degradécioban (5.16. abra ).
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Harper ¢és mtsai (2000) Arabidopsis csirandvények fototropos gorbiilését
tanulmanyoztdk, amire az nhp4 mutdns ndvény nem volt képes. Az egyenlétlen
novekedésen alapuld valaszt az auxin szabalyozza, amely a fénnyel ellentétes oldalon
koncentralodik. Az etilén a mutansok fenotipusos abnormalitdsait megsziintette a
fototropos valasz esetében, vagyis auxinhatast valtott ki.

A mutacioért felelds gén egy transzkripcios aktivatort kodol (ARF7, auxin regulald
faktor). Megallapitottak, hogy egyéb reguldldo elemek — tobbek kozott az etilén is -
szabalyozzak az auxinra adott valaszat. A szerzOk altal ismertetett hipotézisek szerint az
ARF fehérje aktivitasa vagy expresszioja valtozik meg, és ez megndvekedett auxin-
érzékenységhez vezet. Feltételezik, hogy etilén hidnyaban az NPH4/ARF7 a meghatarozo
ARF az auxin-fiiggd génexpresszid szabalyozasaban.

Az etilén tehat a transzkripcios faktorok ardnydnak vagy interakcidjanak
megvaltoztatasaban jatszhat szerepet. Az etilén akkor valt ki auxinhatast, ha a represszor
hatdsu transzkripcios faktorok (Aux/IAA) lebontdsat jobban serkenti, mint amilyen a
szintézisiik sebessége. Az ARF elemek hatasanak gatlasa is ugyanide vezet, az Aux/IAA
represszor szintézise csokken, auxin jelenlétében ubiquitinadlt lebontdsa folyik, a
masodlagos auxin-reguldlta gének indukaléodnak. Kiilsé auxin hidnydban a hormonok
szintézisének, az endogén auxin/endogén etilén egyensulyanak megfeleléen alakul a
transzkripcids faktorok aranya.

Ez vonatkozik a dohany heterotrof és auxin autotrdof sejtvonalainkra is. Hasonlo
jelenséget figyelhetiink meg, mint a vad tipust Arabidopsis névények és az nhp4
mutansok esetében. Az exogén 2,4-D, szintetikus auxin alkalmazasaval végzett
kisérleteink szerint a heterotrof szovetek GST aktivitasat mind az auxin, mind az etilén
befolyasolta. Az etilén jelatvitel gatlasa az etilén-receptorokhoz kapcsolodd NBD-vel
megnovelte a 2,4-D-indukélta GST és masl ::GUS aktivitast, bizonyitva, hogy a
gaznemil hormon az auxinnal ellentétes hatast fejt ki a heterotréf szovetekben. Ebbdl arra
kovetkeztethetiink, hogy a 2,4-D megemelte mind az etilén, mind a GST bioszintézisét,
de az etilén gatolta bizonyos gének expressziojat, koztiik GST génekét is.

Az autotrof szovetekben ellenben a GST aktivitast a norbornadién kezelés nem
befolyésolta. Az autotrof vonalakban tapasztalt magasabb GST aktivitas eredhet pl. az
expresszalodasuk  folyamatdra kifejtett auxin-etilén interakcid megvaltozasabol,
modosulhat a transzkripcios faktorok szintézisének és lebontasdnak aranya.

Az etilén receptorok gatlasa még alacsonyabb mas! ’::GUS aktivitast eredményezett

az autotrof szdvetekben, és nem mutatott 2,4-D koncentraciotol vald fliggdséget. Ez arra
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enged kovetkeztetni, hogy az auxin autotrof kalluszokban elsddlegesen az etilén a felelds a
promoter aktivitdsa az autotrof szovetekben elsddlegesen etilén kontroll alatt all, mig a
heterotrof szovetekben sokkal inkabb auxin befolyésa alatt van.

Eredményeink elsésorban a mas promoter aktivitasanak valtozasat tekintve
bizonyitjak, hogy a heterotr6f vonalakban, ahol viszonylag kevés etilén képzddik auxin
hatasara, az auxin reguldl elsddlegesen. Az autotréf vonalakban sok etilén képzddik exogén

auxin hatdséra, ott az etilén szabalyozo szerepe jobban érvényesiil.

A kisérleteink kozben felmeriilé kérdések alapjan a tovabbi kutatisokat a
génexpresszios vizsgalatok irdnyaba tervezziik kiterjeszteni. Az adatbazisban sok ismeret
talalhato az altalunk is vizsgalt enzimekrdl, valamint egyre tobb adat all rendelkezésre a
jelatviteli ut egyes résztvevoirdl, a szabalyozo fehérjékrdl, transzkripcids faktorokrol.
Kovetkezo 1épésként a glutation peroxidaz és a GSH-PX aktivitassal is rendelkezé GST
enzimek cDNS szekvencidinak megszerzése utdn a kiilonbozd abiotikus stresszorok
valamint auxin és etilén hatdsira bekovetkezd transzkripcids valtozdsokat szeretnénk
tanulmanyozni. Feltételezziik, hogy ezeknek a vizsgalatoknak az eredményei nagyban
hozzajarulnak az auxin autotrofidhoz ¢€s a stresszrezisztencia ndvekedéséhez vezetd

modosulasok megismeréséhez.
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1.

6. Osszefoglalas

masl’ promdter::GUS riporter gént tartalmazo transzgénikus Nicotiana tabacum
SR1 dohény levelek protoplasztjaibol szarmazé mikrokolonidk auxin-mentes taptalajra
torténd, tobbszor ismételt atliltetésével auxin autotrof kalluszokat allitottunk el6.

Az autotrof sejtek a habitudcid soran visszanyerték auxin szintetizald képességiiket
és osztédnak auxin-mentes taptalajon. Novekedési kinetikdjukat tekintve az
exponencialis szakasz idében elhuzodo: az elsd két hétben lassabban ndttek auxint nem
tartalmazd taptalajon, mint a heterotr6fok auxin jelenlétében, de a 3. hét végére a
kiilonbség kiegyenlitodott. Erzékenységik a taptalaj auxintartalmaval szemben

megvaltozott; az exogén auxin ndvekedésiiket gatolja.

A hormon anyagcserében bekovetkezett valtozas tanulmanyozisa soran nativ
PAGE uténi aktivitas festéssel megallapitottuk, hogy az IES-metabolizmusban fontos
aldehid oxidaz (AO) izoenzim mintazata eltért a két kallusz tipusban. Indol-aldehid
(IAld) szubsztrat alkalmazéasaval az AO2 izoenzim igen nagy aktivitdst mutatott a
heterotrof szovetekben; jelezve, hogy az IES-lebontasnak az IAld-en keresztiili itjaban
az AO2 izoenzim fontos katalitikus szereppel bir. Az IES prekurzorat, az indol-3-
acetaldehidet (IAAIld) hasznidlva az AO enzim aktivitisdnak meghatarozasara
kimutattuk, hogy az AQO2 izoenzim indol-3-acetaldehid oxiddz aktivitdssal is
rendelkezik, tehat nem ennek az enzimnek a hidnya limitalja a heterotrof kalluszsejtek
IES bioszintézisét.

Az autotrof kultaraban egy uj izoenzim (AO1) is mikodott, amelynek kiillondsen
IAAld szubsztrattal volt jelentds aktivitasa. Valoszinii, hogy ez az ujonnan aktivalodo -
feltehetden eltérd szabélyozottsagi - AO1 izoenzim szerepet jatszik az autotrof

sejtekben az auxin szintézisében, az auxintol fliggetlen névekedésben.

Az auxin autotrof kalluszok novekedésének intenzitdsa a homérséklet emelésével
nagyobb mértékben nétt, mint a heterotrofoké, még a heterotrofok szdmara mar
kedvezdtlen 35 °C-on is jelentdsen gyarapodott friss tomegiik a 30 °C-on tartottakhoz

viszonyitva. Ez azt jelzi, hogy nemcsak a hormon metabolizmusuk valtozott meg,
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hanem stressztolerancigjuk is. NaCl ill. KNO, taptalajhoz adasaval végzett kisérleteink

crer

A vizsgalt paraméterek kozos eleme az oxidativ stressz, a reaktiv oxigén formak
képzddése. A stressztolerancia részletesebb tanulmanyozasahoz két hétig tartd, 100
mM NaCl kezelést alkalmaztunk, amely az autotrof szovetek novekedését csak
kismértékben csokkentette, mig a heterotréfoké kb. 30 %-kal visszaesett.

Megallapitottuk, hogy a Na™ felhalmozodas mindkét szovetben hasonloan alakult,
tehat a Na' felvétele az autotrof szovetekben nem gatlodott. Az egyéb kationok koziil a
novényi sejtek turgordnak, ionfelvételi folyamatainak ¢&s kiilonb6z6 enzimek
mitkodésének fenntartasahoz sziikséges K™ és Mg®', valamint a méasodlagos jelatvivd
funkcioval is rendelkezé Ca®* szintje magasabb volt a habitualt szovetekben, a reaktiv
gyokok generdlasaban és az oxidativ stressz folyamatokban részt vevo vas mennyisége
alacsonyabb volt. NaCl stressz esetén a kiilonbség a két vonal kozott az iontartalmak
alakuldsdban még kifejezettebb. A valtozasok jelzik, hogy az autotrof kalluszokban
aktivalodtak az ionhéztartds moddosuldsdhoz vezeté folyamatok, amelyek
hozzajarulhatnak a sejtek ndvekedésének fenntartasdhoz stressz esetén is.

Az antioxidans enzimek koziil a SOD- és katalaz aktivitdst a két vonalban
0sszehasonlitva az autotrof szovetben kb. 50 %-kal kisebb aktivitasokat mértiink, ezzel
Osszhangban a sejtek alacsonyabb H,O, tartalommal rendelkeztek. Sostressz hatasara
szignifikansan csak a heterotrof kalluszokban emelkedett meg a H,O, eltavolitasaban
fontos kataldz aktivitdsa, az autotréf szovetek valdsziniileg maés védekezd
mechanizmusokat indukdlnak, amelyek eredményeként NaCl kezelés utan az
antioxidans enzimek kismértékben aktivalodtak és még alacsonyabb H,O, szint
mutathato ki.

A GR aktivitasa is indukalodik a heterotrof szovetekben NaCl hatasara, mig az
auxin autotréfokban alacsonyabb értékeket mérhetiink, és két hetes sostressz kezelést
kdvetden nem szignifikans az aktivalodas.

A guajakol peroxidaz (GPX) aktivitds magasabb volt az autotrof szovetekben. A
peroxidazok egyik legfontosabb funkcidja a ndvényi sejtekben a sejtfalkomponensek
keresztkotéseinek kialakitdsa, amely akadalyozza a sejt méretének tovéabbi
novekedését. A sejtfal-kotott peroxiddzok aktivitdsaban meglévd kiilonbség lehet
kozvetlen oka a heterotrof €s autotrof vonal eltéré novekedésének. A kovalensen kotott

peroxidaz aktivitas 100 mM NacCl jelelétében a heterotrof szovetekben kb. 4-szeresére
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emelkedett, az autotr6f kalluszokban nem valtozott. Ezzel magyarazhatjuk, hogy NaCl
hatdsdra a heterotr6f szovetek ndvekedése gatlodott, az autotrof kalluszok ugyan
lassabban nottek, de az alkalmazott NaCl koncentracid6 nem idézett elo
novekedésgatlast.

Az 1ES-lebontasban szerepet jatszo peroxidazok aktivitasdit IES szubsztrattal
meghatarozva a GPX aktivitds alakulasdhoz hasonléan az auxin autotrofban mértiink
magasabb értékeket, ez NaCl hatdsdra indukalodott. Ez arra utal, hogy az enzim
aktivitdsanak novekedésében nem az endogén IES-szint a meghataroz6, hanem egyéb,
stresszhatdsra is indukéalodo elemek.

Magasabb volt a két hetes autotrof szovetekben a heterotrofokhoz viszonyitva a
glutation S-transzferadz aktivitas is, amely stressz esetén a sejtre karos vegyiiletek
eltdvolitasaban tolt be fontos szerepet: GSH-val konjugdlva a nukleofil szubsztratok
toxikussaga csokken ¢és lehetdvé valik vakudlumba torténd kivalasztasuk. Néhany GST
izoforma glutation peroxidaz (GSH-PX) aktivitassal is rendelkezik. A ndvényi
glutation peroxidaz aktivitds stressz hatdsra indukalédik, szerepe lehet pl. a
lipidperoxidacio termékeinek karositd hatdsai elleni védelemben, a membranintegritas
fenntartasaban.

Kumén hidroperoxid (CHP) szubsztrattal mért glutation peroxidaz aktivitas az
auxin autotr6f dohany szovetekben kb. 5-sz6r nagyobb volt, mint a heterotréfokban, és
NaCl kezelés hatasara indukalodott. Ezzel 0sszhangban a stresszhatds kovetkeztében
keletkezd malondialdehid szintje csokkent az autotréf vonalban mind kontroll
koriilmények kozott, mind sostressz hatasara. Ezek az eredmények jelzik, hogy az
autotrof kalluszok nagyon hatékony akklimatizaciés mechanizmussal rendelkeznek, a
stressz-indukalt oxidativ karosodas elleni enzimatikus védelemben a peroxiddzok
mellett a GST és kiillondsen a GSH-PX aktivitas emelkedése jatszik nagy szerepet.

A peroxidazok ¢€s a GST aktivitasat is befolyasolhatja az etilén. A két kallusz tipus
etiléntermelését megmérve azt tapasztaltuk, hogy a heterotrof vonal kb. tizszer tobb
etilént bocsat ki, mint az autotr6f. NaCl hatdsara a hormon-fiiggd szovetek
etilénszintézise megnd, ez szerepet jatszhat pl. a peroxidazok sokezelés hatisara
bekovetkezett indukcidjaban. Az autotrof kulturak azonban kevesebb etilént termeltek,
mennyisége NaCl hatasara nem emelkedett, peroxidaz aktivitdsuk viszont magasabb

volt, mint a heterotréfokban. Mindez az etilén eltérd szerepére utal a két kultaraban.
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Az abiotikus stressz elleni védekezés fontos eleme a védekezd mechanizmus
reaktiv oxigén formak altali indukcidja, amit GST géneknél bizonyitottak.
A kalluszok 0,01 - 10 mM H,O,-t tartalmazd taptalajra {iltetésével két hét utan
vizsgéltuk a vonalak tolerancijat ill. GST- és GSH-PX aktivitasuk alakuldsat. A
heterotrof kalluszok ndvekedése az autotréfokhoz viszonyitva alacsonyabb H,0,
koncentracional gatlodott, ami mutatja a habituéltak hatékonyabb H,O,-eliminalasat, a
sejtek pusztuldsa azonban mindkét vonalnal azonos exogén H,O, koncentracional
kovetkezett be. Az auxin-fiiggd kalluszok GST aktivitasa 0,1 - 5 mM exogén H,0O,
koncentracio-tartomanyban a H,O, ndvelésével emelkedett, GSH-PX aktivitasukban
kisebb novekedés kovetkezett be. Az autotréf vonalakban a GST alapaktivitasa
nagyobb volt, de a kiils6 H,O, mennyiség emelésével kevésbé aktivalodott A GSH-PX
aktivitads is csak az alacsonyabb exogén H»O, koncentraciokndl emelkedett meg,
viszont 5 mM kiils6 H,O, koncentracioig legalabb 50%-kal magasabb aktivitast

mutatott, mint a heterotr6f vonalban.

Tobb novényi GST promoterében azonositottak ocs- (oktopin szintdz) vagy ocs-szerii
szekvenciakat, amelyek felel6snek bizonyultak mind stressz-, mind biologiailag aktiv
hormonok ¢és inaktiv hormonanal6gok-altali indukcioért.

mas1’::GUS génflziot tartalmazo transzgénikus vonalainkban az auxin- és stressz
altal indukalhatd6 masl’::GUS géntermék és a glutation S-transzferdz aktivitasat
kalluszokban. Az autotr6f kalluszok novekedésiik alapjan mind IES-re, mind 2,4-D-re
érzékenyebbnek bizonyultak. A GST aktivitas a koncentracio emelésével ndtt mindkét
vonalnal, mindkét auxin esetében. Az autotrof szovetek GST aktivitdsa magasabb volt,
mint a heterotrofoké, az auxin hatasara bekovetkezd indukcio kifejezettebb volt,
kiilondsen a 2,4-D esetében. A masl’ promoter aktivitds azonban az autotrofokban volt
alacsonyabb, auxin hatdsara &ltaldban ndtt, de nem mutatott korrelaciét az auxin
5-sz06r0s volt.

Az etiléntermelést kiilonbozé 2,4-D  koncentraciok esetében meghatirozva
megallapitottuk, hogy a szintetikus auxin megemelte mind a heterotrof, mind az

autotrof szovetek etilén produkcidjat.
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A heterotrof szovetek GST aktivitasat az auxin és az etilén is befolyasolta. A GST
aktivitasat mind a legalacsonyabb 0,5 uM, mind a magas kiilsé 2,4-D koncentraciok
indukaltdk. Az etilén jelatvitel gatlasa az etilén-receptorokhoz kapcsolodo NBD-vel
megnovelte a 2,4-D-indukalta GST ¢és mas/’::GUS aktivitast, bizonyitva, hogy a
gazneml hormon az auxinnal ellentétes hatdst fejt ki a heterotrof szovetekben. Ebbdl
arra kovetkeztethetiink, hogy a 2,4-D megemelte mind az etilén, mind a GST
bioszintézisét, de az etilén hatasai kozott szerepel bizonyos gének expresszidjanak
gatlasa, koztik GST génekeé is.

Az autotrof szovetekben ellenben a GST aktivitast a norbornadién kezelés nem
befolyasolta. Az autotrof vonalakban tapasztalt magasabb GST aktivitas eredhet pl. az
expresszalodasuk folyamatara kifejtett auxin-etilén interakcid6 megvaltozasabol, ami a
transzkripcids faktorok szintézisének és lebontasanak aranymodosulasabol ered.

Az etilén receptorok gatlasa még alacsonyabb mas/’::GUS aktivitast eredményezett az
autotrof szovetekben, és nem mutatott 2,4-D koncentraciotol valo fiiggdséget. Ez arra
utal, hogy az auxin autotrof kalluszokban elsddlegesen az etilén a felelés a masi’
aktivitasa az autotrof szovetekben elsddlegesen etilén kontroll alatt all, mig a heterotrof

szovetekben sokkal inkabb auxin befolyasa alatt van.
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7. Summary

Auxin autotrophic callus tissues from the leaf protoplasts of transgenic Nicotiana
tabacum SR1 plants involving masi'::GUS gene fusion were generated by transferring
microcolonies onto MS medium without IAA and 2,4-D. After several passages the
calli growing well on auxin-free medium were selected as auxin autotrophic lines.
During this process, which is called habituation, the cells regain the auxin synthesizing
capacity and they are able to grow on an auxin-free culture media.

The growth of the autotrophic cells exhibits a longer logarithmic, “rapid growth”
phase: the fresh weight of the tissues growing on auxin-free medium were less than that
of the heterotrophic calli growing in the presence of IAA and 2,4-D, but at the end of
the 3rd week the difference disappeared. Their sensitivity to the auxin content in the

medium had been changed; the exogenous auxin inhibited their growth.

The investigation of changes in the IAA metabolism the activity staining for
aldehyde oxidase (AO) after native PAGE separation revealed, that the isoenzyme
pattern of AO was different in the two types of calli. AO2 exhibited a very strong
staining in the heterotrophic tissues using indole-3-aldehide (IAld) as a substrate,
suggesting that in the IAA degradation pathway the oxidation of IAld catalysed by
AO2 has an important role.

This enzyme could be involved also in the IAA biosynthetis. Using the indole-3-
acetaldehyde substrate we demonstrated, that this activity is present in the
heterotrophic calli either, which means that the lack of the IAA synthesis of the
cultured cells is not due to the limiting AO activity.

However, in the autotrophic calli a new isoenzyme (AO1) could be detected, which
had considerable activity toward [AAld substrate. It is possible, that this newly
activated enzyme — which is regulated possibly in a different way — is involved in the

synthesis of IAA and in the auxin-independent growth of the autotrophic tissues.

With the increasing temperatures, the growth rate was elevated at a higher degree in

the auxin autotrophic calli than in the heterotrophic cultures: while the heterotrophic
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calli was already damaged at 35°C, the fresh weight of autotrophic tissues was
significantly higher and, compared to the 30°C, they grew even better. This indicates,
that the autotrophic and heterotrophic lines of tobacco calli differ not only in their
hormone metabolism, but also in their stress tolerance.

Supplying the medium with different NaCl and KNO, concentrations resulted
significant differences in the growth of the two cultures and veryfied the enhanced

abiotic stress resistance of the auxin autotrophic lines.

The oxidative stress and the enhanced production of active oxigen species is common
component of these different types of abiotic stresses. For further investigation of the
stress tolerance of the autotrophic tissues, we have choosen 100 mM NaCl treatment,
which did not influence the growth of the autotrophic cells very much after 2 weeks,

but resulted a significant, ca. 30 % growth inhibition in the heterotrophic ones.

Determination of the Na* concentrations of the 2-week-old calli resulted in similar
contents in the two types of tissues and indicated, that the Na™ uptake of the autotrophic

tissues was not inhibited. The levels of K', Mg®", and Ca®" was higher in the

autotrophic cultures, but the total Fe, which has a role in the generation of OH-
radicals, was lower. NaCl treatment elevated the differences between the cultures.
These results suggested, that processes leading to the altered ion homeostasis were
activated in the autotrophic calli, which could maintaine the growth of the cells even

under stress conditions.

Comparison of the superoxid dismutase (SOD) and catalase (CAT) activities in the
two lines revealed about 50 % lower activities in the autotrophic tissues than in the
heterotrophic lines, their H,O, content was lower either. After NaCl stress the activity
of the H,0, scavenging catalase enhanced only in the heterotrophic calli; the
autotrophic tissues probably activate other antioxidant mechanisms, which could led to
even lower H,O, level after salt stress.

Similarly, the activity of GR is induced by NaCl in the heterotrophic calli, while in the
autotrophic lines we could measure lower values and there were no significant changes

after 2 weeks of salt treatment.
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The guajacol peroxidase activity was higher in the autotrophic tissues. One of the
most important roles of peroxidases in plant cells is to catalyze the cross-linking of cell
wall components and in this way to restrict the expansion of the cells. The differences
in cell wall-bound peroxidase activity may be responsible for the different growths of
the heterotrophic and autotrophic lines. The covalently bound peroxidase activity
increased about 4 times in the presence of 100 mM NacCl in the heterotrophic tissues,
but not in the autotrophic cells. The elevated enzyme activity may explain why the
auxin autotrophic line grew slowly, but the growth inhibition caused by NaCl was
smaller in the autotrophic than in the heterotrophic tissues.

Determination of the activity of peroxidases with IAA substrate resulted in similarly
higher activities in the autotrophic tissues, and this was induced further by NaCl
treatment. It suggests, that this activity is under the control of the stress-induced

elements rather than the endogenous level of IAA.

The glutathione S-transferase (GST) activity was higher in the autotrophic line. The
GSTs play an important role in the detoxification mechanism by catalyzing the GSH
conjugation of toxic substances under stress. Some isoenzymes of GSTs have been
shown to exhibit considerable GSH-PX activity. The plant GSH-PXs are induced by
different stresses and their function can be the reduction of alkyl hydroperoxides, such

as fatty acid hydroperoxides, and in this way to maintain the membrane integrity.

Determination of GSH-PX activities with cumene hydroperoxide substrate resulted
5 times higher GSH-PX activities in the autotrophic than in the heterotrophic calli and
it was induced during the salt stress. The level of MDA, a lipid peroxidation product in
the tissues, was less in the autotrophic line and the amount of this product decreased
further on NaCl treatment. These results indicate, that the autotrophic calli do posses a
very effective acclimation mechanism, in which the elevation of the activities of the

peroxidases, the GST and especially the GSH-PX play an important role.

The activities of the peroxidases and the GSTs could be influenced by ethylene.
The heterotrophic tissues evolved much more ethylene with an early maximum on an
auxin-containing culture medium and the cells increased the ethylene production in the
presence of the salt, which can be important e.g. in the induction of peroxidases after

NacCl treatment. The ethylene formation was much less in the autotrophic cultures, and
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its level did not change significantly on NaCl treatment. Because the peroxidase
activity was higher in this type of calli, it seems, that the role of the ethylene is

different in the two cultures.

The activation of the defense mechanisms by the generation of AOS including
H,0,, which is an important part of the abiotic stress response, was the earliest proved
in the case of the GST genes.

In order to reveal the sensitivities of the two lines to exogenous H,O,, the calli were
transferred onto fresh MS medium containing 0.1-10 mM H,0,. The growth of the
auxin heterotrophic calli decreased significantly at lower H,O, concentrations. This
proves that the autotrophic calli really do posses a more effective H,O,-scavenging
mechanism, but the concentration that activated the cell death at the two lines was the
same.

There was a considerable induction in the GST activity of the heterotrophic tissues in
the presence of 0,1-5 mM exogenous H,0,, the activation of the GSH-PX was not so
definite. The activities of the investigated enzymes was higer in the autotrophic calli,

but with the increasing H,O, concentrations the enzymes did not induced as much.

Several plant GST promoters have been found to contain ocs (octopine synthase) or
ocs-like elements, which can be induced either by different kind of stresses and

biologically active hormones, inactive hormone analogues.

The activities of wound- and auxin-inducible mas/' promoter-driven GUS and
GSTs was compared in our transgenic heterotrophic and auxin autotrophic lines
growing on medium containing different exogenous IAA or 2,4-D concentrations. The
autotrophic calli according to their growth proved to be more sensitive either to IAA or
2,4-D. The GST activity in the autotrophic calli was significantly higher than that in the
heterotrophic tissues. The induction was much higher in the autotrophic calli and it was
more pronounced following 2,4-D treatment. Comparison of the GUS activities in the
heterotrophic and auxin autotrophic lines revealed lower mas/ *:GUS activities in the
autotrophic calli, external auxin usually elevated the GUS activities.Comparing to the
control, the induction of the GUS activity was 3-5 times higher in the presence of 2,4-
D in the autotrophic tissues.

Supraoptimal auxin concentrations in the medium might induce ethylene production.

74



12.

2,4-D, the synthetic auxin elevated the ethylene evolution in both of the cultures.

The GST activity of heterotrophic calli is under the control both of auxin and
ethylene. GST activity was increased by different auxin concentrations; the presence of
NBD increased further both the GST and masi'::GUS activities. This indicates that
ethylene and auxin may counteract in the control of GST and GUS activities in the
heterotrophic tissues. According to these results we can conclude, that the exogenous
2,4-D elevated the synthesis both of the ethylene and GST, but among the effect of
ethylene is the decreasing of expression of specific genes, including GST genes.

However, in the autotrophic calli the presence of NBD had no significant effect on
the GST activity. The higher GST activity in the autotrophic calli could be the result of
e.g. changes of auxin-ethylene interaction on their expression processes, if the shift in
the synthesis or degradation of the transcription factors involved in the regulation of
auxin-induced genes.

Blocking the ethylene receptors in the autotrophic tissues resulted in an even lower
masI*:GUS activity which did not exhibit a 2,4-D concentration dependence. This
finding allows the conclusion that ethylene is primarily responsible for the induction of
the mas1’promoter activity in the auxin autotrophic tissues. It seems that the activity of
the masl’ promoter in the autotrophic lines is predominantly under the control of

ethylene, while in the heterotrophic lines it is much more under the influence of auxin.
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