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BEVEZETES

Régota ismert, hogy a névényi szovetkultirak novekedésének fenntartasahoz a
novényi hormonok koziil az auxin és a citokinin sziikséges. Bizonyos koriilmények
kozott azonban a sejtosztodas exogén auxin és/vagy citokinin nélkiili taptalajokon is
végbemehet; ezeket a hormon-fiiggetlen kultarakat autotrof vagy habitualt szoveteknek, a
folyamatot - amely soran a sejtek visszanyerhetik hormonszintetizalo képességiiket -
habituacionak nevezziik. A habituaci6é epigenetikai, vagyis fenotipusban bekovetkezett
valtozasként definialhato. A DNS szekvencidja nem modosul, azonban pl. a DNS
metilacidja, a transzkripcids aktivitas, a transzlacids kontroll vagy poszttranszlacios
modifikacio megvaltozik. Jellemzdje a nagyfok( stabilitds, a valtozas sejtszinten
oroklédik.

Az exogén auxint nem igényl6é auxin autotrof és a heterotr6f dohany kalluszok
nemcsak IES-szintetizald képességiikben és exogén auxinra mutatott érzékenységiikben
kiilonbozhetnek egymastdl, hanem elsédleges anyageseréjiik is modosulhat. Autotrof
cukorrépa kalluszokon kimutattdk, hogy a habituacié soran fokozatosan csokken a
katalaz- és peroxidaz aktivitasuk, ami befolyasolhatja stressztolerancidjukat is.

Abiotikus stressz koriilmények kozott a védekezésben szerepet jatszo antioxidans
enzimek, mint pl. a katalaz, szuperoxid dizmutdz (SOD), peroxidazok, glutation reduktaz
(GR), glutation peroxidaz (GSH-PX), glutation S-ranszferdz (GST) aktivitisa altalaban
megemelkedik és pozitiv korrelaciot mutat a stressztoleranciaval. Tobb novényi GST
promoterében azonositottak 0cs- (oktopin szintdz) vagy o0cs-szer(i szekvenciakat,
amelyek feleldsnek bizonyultak mind stressz-, mind bioldgiailag aktiv hormonok és
inaktiv hormonanal6gok-altali indukcioért. Az Agrobacterium tumefaciens T-DNS-e altal
kodolt mannopin szintazl génjének (mas!’) promotere is tartalmaz ocs- vagy ocs-szerti
cisz-regulalo elemeket.

masl’ promdter :: GUS (B-glukuronidaz) riporter gént tartalmazé transzgénikus
Nicotiana tabacum SR1 ndvények levelébdl izolalt protoplasztokbol auxin heterotrof és
autotr6f kalluszokat Allitottunk el annak tanulmanyozasara, hogy az IES
metabolizmusban és/vagy regulacioban bekdvetkezett valtozas hogyan hat egyes auxin-

és etilén altal indukalt folyamatoknak és a stresszvalasz kulcsenzimeinek szabalyozasara.



CELKITUZESEK

Munkank soran a kdvetkezd kérdésekre kerestiink valaszt:
Mi az oka az auxin bioszintézis hianyanak ill. jelenlétének a heterotr6f és az autotro6f

kalluszokban?

Elokisérletek soran kideriilt, hogy a heterotr6f és autotrof vonal eltérd rezisztenciat

mutat abiotikus stresszorokra. Mi az oka az eltér6 abiotikus stresszrezisztencianak?

A vizsgalt paraméterek kozos eleme az oxidativ stressz, a reaktiv oxigén gydkok

képzddése.

A soéstressz példajan vizsgaltuk:

- Van-e eltérés a heterotrof és autotrof kalluszok H20: tartalma k6zott az intenziv
novekedési szakaszban sostressz esetén?

- Hogyan alakul NaCl stressz hatasara a H202 szintézisét katalizalé SOD, és a H202
koncentraciot csokkentd katalaz, guajakol peroxidaz, indolecetsav peroxidaz
enzimek aktivitasa a szovetekben?

- Hogyan aktivalodnak a glutation-homeosztazis kialakitasaban szerepet jatszo
enzimek aktivitasai a heterotrof és autotrof kultirakban?

- Van-e kiilonbség a detoxifikacios folyamatok aktivalodasaban a heterotrof és
autotrof kalluszok kozott, kiilonos tekintettel a glutation peroxidaz aktivitasra?

- Mi az etilén szerepe az abiotikus stresszrezisztencia kialakulasaban a heterotrof és
autotrof szovetekben?

Mi a H20:-4ltal indukalt oxidativ stressz kozvetlen hatasa a heterotrof és autotro6f

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

-A heterotr6f és autotréf szovettenyészetek érzékenysége hogyan kiilonbozik
exogén auxinnal szemben?

- Hogyan kapcsolodik az exogén 2,4-D (2,4-diklor-fenoxiecetsav, szintetikus auxin)
altal indukalt etiléntermelés és az auxin/etilén altal szabalyozott masl’ promoter

aktivitas a heterotrof és az autotrof vonalakban?



- Hogyan fiigg 6ssze az exogén 2,4-D altal indukalt etiléntermelés és az auxin/etilén

altal szabalyozott GST aktivitas a heterotr6f és az autotrof kultarakban?

6. Mi lehet az oka az auxin-etilén interakci6 eltérésének a heterotréf és auxin autotrof

kalluszokban?

ANYAGOK ES MODSZEREK

Auxin heterotrof és autotrof kultirdk eldallitasa céljabol a transzgénikus
Nicotiana tabacum SR1 novények protoplasztjaibol szarmazo 2-3 hetes mikrokoloniakat
2 uM kinetint tartalmazo, 17,4 uM IES (indol-3-ecetsav) és 0,45 uM 2,4-D tartalma RM
taptalajra, ill. auxin nélkiilire helyeztiik. A kalluszokat elkiilonitve iltettilk at, és 3
passzalas utan valasztottuk ki az auxin-mentes taplajon jol név6, magas GUS aktivitassal
rendelkezd kalluszokat a tovabbi fenntartasra. Az auxin heterotrof kulturakat auxin- és
citokinin tartalmu taptalajon tartottuk fenn, mig az autotréf szovetek RM taptalaja a

novényi novekedésszabalyozok koziil csak kinetint tartalmazott. A kultarakat 25 °C-on,

8,4 Watt/m? fehér fluoreszcens fény alatt (Tungsram F29 fénycsovek), novekedési

kamraban tartottuk..

Aldehid oxidaz aktivitdsanak vizsgdlata nativ gélben

A poliakrilamid gélelektroforézist 7,5 % akrilamidot tartalmazo, SDS (natrium-
dodecil- szulfat) nélkiili gélben, 4 °C-on végeztiik. A 1.5 mm vastagsaga gélekre 100 mg
fehérjét vittiink fel. Elektroforézis utan indol-3-acetaldehid (IAAld) vagy indol-3-aldehid
(1Ald) szubsztrattal aktivitasfestést végeztiink.

Kationok mennyiségének meghatdarozdasa
Kéthetes, 100 mM NaCl kezelést kovetéen a kallusz szoveteket 72 °C-on

szaritottunk 72 6raig. A Na*-, K*-, Ca?*-, Mg**- és 0ssz Fe- (Fe?* és Fe®*) tartalmat



ismert mennyiségli (kb.100 mg) szaraz anyag savas feltarasa utan hataroztuk meg. Az

atomabszorpcios spektrofotométerrel mértiik.

Etilén termelés mérése

A fejlodott etilént a tenyészedények légmentes lezarasaval, 24 oras inkubacid utan
hataroztuk meg. A gaztérb6l 2 ml-t injektaltunk a gazkromatografba (Hewlett-Packard
5890 series Il). Az auxinok altal indukalt etilén termelés és az etilén receptor gatlo 2,5-
norbornadién (NBD) hatdsanak vizsgalatdhoz a 100 ml-es tenyészedények falara

injektaltunk a steril szérumsapkan keresztiil 2 pl folyékony NBD-t.

Enzimaktivitds mérések

Az antioxidans enzimek koziil a SOD aktivitasat fotometrias modszerrel, az NBT-bol
(nitro blue tetrazolium) fényben, riboflavin jelenlétében torténd formazan képzdésének
SOD altali gatlasat felhasznalva hataroztuk meg. A katalazt az enzim altal elbontott H2O2
mennyiségének mérésével, a guajakol peroxiddz aktivitidst az enzim altal katalizalt
guajakol oxidéacid spektrofotometrids nyomon kovetésével hatdroztuk meg. A GR
mitkodését a glutation diszulfidbdl keletkezé redukalt glutation (GSH) és DTNB
(Ellmann reagens) reakcioja alapjan vizsgaltuk. A GST aktivitast a CDNB (2,4-
klordinitrobenzol) mesterséges szubsztrat felhasznalasaval, az enzim altal GSH-val
konjugalt termék mennyiségének mérésével vizsgaltuk. A GSH-PX aktivitast kumén
hidroperoxid (CHP) szubsztrat segitségével, a szerves hidroperoxidok atalakitasa kdzben
keletkez6 GSSG visszaredukalasdhoz hasznalt NADPH mennyiségének mérésével
hataroztuk meg. A lipidperoxidacié mértékét a tiobarbitirsavval reagalé termékek
mennyiségének meghatarozasa alapjan, a H20:2 tartalmat fluorometridas modszerrel

mértiik.

GUS aktivitas meghatarozdsa
A mas/’ prométer mitkddését a GUS aktivitdsanak meghatarozasaval, a keletkez6 metil-

umbelliferon fluoreszcens mérésével kovettiik nyomon.



OSSZEFOGLALAS ES KOVETKEZTETESEK

masl’ promoter::GUS riporter gént tartalmazo transzgénikus Nicotiana tabacum

SR1 dohany levelek protoplasztjaibol szarmazd mikrokolonidk auxin-mentes taptalajra

torténd, tobbszor ismételt atiiltetésével auxin autotrof kalluszokat allitottunk eld.

Novekedési kinetikajukat tekintve az auxin autotrof sejteknél idében elhtizodo

exponencialis szakaszt figyelhetiink meg: az elsé két hétben lassabban néttek auxint nem

tartalmazo taptalajon, mint a heterotrofok auxin jelenlétében, de a 3. hét végére a

kiilonbség kiegyenlitédott. FErzékenységik a taptalaj auxintartalmaval szemben

megvaltozott; az exogén auxin novekedésiiket gatolja.

Mérési eredményeink alapjan a kovetkez6 eredményeket kaptuk, és az alabbi

Osszefliggéseket allapitottuk meg:

1.

A hormon anyagcserében bekovetkezett valtozas tanulmanyozasa soran nativ PAGE
utani aktivitas festéssel megallapitottuk, hogy az IES-metabolizmusban fontos aldehid
oxidaz (AO) izoenzim mintdzata eltért a két kallusz tipusban.

Indol-aldehid (IAld) szubsztrat alkalmazasaval az AO2 izoenzim igen nagy aktivitast
mutatott a heterotr6f szovetekben; jelezve, hogy az IES-lebontasnak az IAld-en
keresztiili Gtjaban az AO2 izoenzim fontos katalitikus szereppel bir.

Az IES prekurzorat, az indol-3-acetaldehidet (IAAld) haszndlva az AO enzim
aktivitasanak meghatarozasara kimutattuk, hogy az AO2 izoenzim indol-3-acetaldehid
oxidaz aktivitassal is rendelkezik, tehat nem ennek az enzimnek a hidnya limitalja a
heterotrof kalluszsejtek IES bioszintézisét.

Az autotrof kulturaban egy 0j izoenzim (AO1) is mikodott, amelynek kiilondsen
[AAld szubsztrattal volt jelentds aktivitasa. Valdszini, hogy ez az ujonnan aktivalodo -
felteheten eltér szabalyozottsagli - AOl izoenzim szerepet jatszik az autotrdf

sejtekben az auxin szintézisében, az auxintol fliggetlen ndvekedésben.



2.

Az auxin autotrof kalluszok novekedésének intenzitdsa a homérséklet emelésével
nagyobb mértékben ndétt, mint a heterotrofoké, még a heterotrofok szamara mar
kedvezétlen 35 °C-on is jelentdsen gyarapodott friss tomegiik a 30 °C-on tartottakhoz
viszonyitva. Ez azt jelzi, hogy nemcsak a hormon metabolizmusuk valtozott meg,

hanem stressztolerancidjuk is. NaCl ill. KNOz taptalajhoz adasaval végzett kisérleteink

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 autotr6f szovetek ndvekedését csak

kismértékben csokkentette, mig a heterotrofoké kb. 30 %-kal visszaesett.

Megallapitottuk, hogy a Na* felhalmozodas mindkét szovetben hasonldan alakult,
tehat a Na* felvétele az autotrof szovetekben nem gatlodott.

Az egyéb kationok koziil a novényi sejtek turgoranak, ionfelvételi folyamatainak és
kiilonb6z6é enzimek miikddésének fenntartasahoz sziikséges K* és Mg?*, valamint a
mésodlagos jelatvivé funkcidval is rendelkezd Ca?* szintje magasabb volt a habitualt
szovetekben, a reaktiv gyokok generadlasdban és az oxidativ stressz folyamatokban
részt vevl vas mennyisége alacsonyabb volt. NaCl stressz esetén a kiilonbség a két
vonal kozott az iontartalmak alakulasdban még kifejezettebb.

A valtozasok jelzik, hogy az autotréf kalluszokban aktivalodtak az ionhaztartas
modosulasahoz vezeté folyamatok, amelyek hozzajarulhatnak a sejtek névekedésének
fenntartasahoz stressz esetén is.

Az antioxidans enzimek koziil a SOD- és kataldz aktivitast a két vonalban
Osszehasonlitva az autotrof szovetben kb. 50 %-kal kisebb aktivitasokat mértiink, ezzel
Osszhangban a sejtek alacsonyabb H20: tartalommal rendelkeztek. Sostressz hatasara
szignifikansan csak a heterotrof kalluszokban emelkedett meg a H202 eltavolitdsaban
fontos katalaz aktivitdsa, az autotrof szovetek valdsziniileg mas védekezd
mechanizmusokat indukalnak, amelyek eredményeként NaCl kezelés utan az
antioxidans enzimek kismértékben aktivalodtak és még alacsonyabb H20: szint

mutathaté ki.



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

. A guajakol peroxidaz (GPX) aktivitas azonban magasabb volt az autotrof szovetekben.

A peroxiddzok egyik legfontosabb funkcidja a novényi sejtekben a
sejtfalkomponensek keresztkotéseinek kialakitasa, amely akadalyozza a sejt méretének
tovabbi novekedését. A sejtfal-kotott peroxidazok aktivitdsaban meglévo kiilonbség
lehet kozvetlen oka a heterotrof és autotrof vonal eltéré novekedésének. A kovalensen
kotott peroxidaz aktivitdas 100 mM NaCl jelenlétében a heterotrof szovetekben kb. 4-
szeresére emelkedett, az autotrof kalluszokban nem valtozott. Ezzel magyarazhatjuk,
hogy NaCl hataséra a heterotrof szovetek novekedése gatlodott, az autotrof kalluszok
ugyan lassabban néttek, de az alkalmazott NaCl koncentraci6 nem idézett eld
novekedésgatlast.
Az |ES-lebontasban szerepet jatszO peroxidazok aktivitasat IES szubsztrattal
meghatarozva az auxin autotrotban mértiink magasabb értékeket, az enzim miikddése
NaCl hatasara indukalodott. Az eredmények a GPX aktivitasdhoz hasonloan alakultak.
Ez arra utal, hogy az enzim aktivitdsanak novekedésében nem az endogén IES-szint a
meghatarozo, hanem egyéb, stresszhatasra is indukal6do elemek.

. Magasabb volt a kéthetes autotrof szovetekben a heterotrofokhoz viszonyitva a
glutation S-transzferaz aktivitas is; az enzim stressz esetén a sejtre karos vegyiiletek
eltavolitdsaban tolt be fontos szerepet: GSH-val konjugalva a nukleofil szubsztratok
toxikussaga csokken és lehetévé valik vakudlumba torténd kivalasztasuk. Néhany GST
izoforma glutation peroxidaz (GSH-PX) aktivitassal is rendelkezik. A ndvényi
glutation peroxiddz aktivitds stressz hatdsra indukalodik, szerepe lehet pl. a
lipidperoxidacio termékeinek karosito hatasai elleni védelemben, a membranintegritas
fenntartasaban.

. Kumén hidroperoxid (CHP) szubsztrattal mért glutation peroxidaz aktivitds az auxin
autotrof dohany szévetekben kb. 5-szor nagyobb volt, mint a heterotrofokban, é¢s NaCl
kezelés hatasara indukalodott. Ezzel Osszhangban a stresszhatds kovetkeztében
keletkez6 malondialdehid (lipidperoxidéacids termék) szintje csdkkent az autotrof

vonalban mind kontroll kériilmények kdzott, mind sostressz hatasara.



Ezek az eredmények jelzik, hogy az autotr6f kalluszok nagyon hatékony
akklimatizacios mechanizmussal rendelkeznek, a stressz-indukalt oxidativ karosodas
elleni enzimatikus védelemben a peroxidazok mellett a GST ¢és kiilondsen a GSH-PX
aktivitas emelkedése jatszik nagy szerepet.

A peroxidazok és a GST aktivitasat is befolyasolhatja az etilén. A két kallusz
etiléntermelését megmérve azt tapasztaltuk, hogy a heterotrof vonal kb. tizszer tobb
etilént bocsat ki, mint az autotr6f. NaCl hatasara a hormon-fliggd heterotrof szévetek
etilénszintézise megnd, ez szerepet jatszhat pl. a peroxiddzok sokezelés hatasara
bekdvetkezett indukcidjaban.

Az autotr6f kultirak azonban kevesebb etilént termeltek, mennyisége NaCl hatasara
nem emelkedett, peroxidaz aktivitasuk viszont magasabb volt, mint a heterotréfokban.

Mindez az etilén eltérd szerepére utal a két kultaraban.

. Az abiotikus stressz elleni védekezés fontos eleme a védekezd mechanizmus reaktiv
oxigén formak altali indukcidja, amit GST géneknél bizonyitottak.

A Kkalluszok 0,01 - 10 mM H202-t tartalmazd taptalajra iiltetésével két hét utan
vizsgaltuk a vonalak tolerancidjat ill. GST- és GSH-PX aktivitasuk alakulasat. A
heterotrof kalluszok novekedése az autotrofokhoz viszonyitva alacsonyabb H202
koncentracional gatlodott, ami mutatja a habitualtak hatékonyabb H202-eliminalasat, a
sejtek pusztulasa azonban mindkét vonalnal azonos exogén H202 koncentracional
kovetkezett be. Az auxin-fiiggd kalluszok GST aktivitasa 0,1 - 5 mM exogén H202
koncentracio-tartomanyban a H202 novelésével emelkedett, GSH-PX aktivitasukban
kisebb novekedés kovetkezett be.

Az autotr6f vonalakban a GST alapaktivitisa nagyobb volt, de a kiils6 H202
mennyiség emelésével kevésbé aktivalodott A GSH-PX aktivitds is csak az
alacsonyabb exogén H202 koncentracioknal emelkedett meg, viszont 5 mM Kkiilsé
H202 koncentracioig legalabb 50%-kal magasabb aktivitast mutatott, mint a heterotr6f

vonalban.



Tobb névényi GST promoéterében azonositottak 0cs- (oktopin szintaz) vagy 0Cs-szerli
szekvenciakat, amelyek feleldsnek bizonyultak mind stressz-, mind biologiailag aktiv

hormonok ¢és inaktiv hormonanal6gok-altali indukcioért.

10. masl’::GUS génfuziot tartalmazo transzgénikus vonalainkban az auxin- és stressz
altal indukalhaté masl’::GUS géntermék és a glutation S-transzferaz aktivitasat
kalluszokban.

A GST aktivitas a koncentracid emelésével nétt mindkét vonalnal, mindkét auxin
esetében. Az autotr6f szovetek GST aktivitdsa magasabb volt, mint a heterotrofoké, az
auxin hatdsara bekovetkez6 indukcio kifejezettebb volt, kiilondsen a 2,4-D esetében. A
masl’ promoter aktivitds azonban az autotréfokban volt alacsonyabb, auxin hatasara

mértéke az autotrof kulturaban 2,4-D alkalmazasanal 3-5-sz6ros volt.

Az ctiléntermelést kiilonb6z6 2,4-D  koncentraciok esetében meghatarozva
megallapitottuk, hogy a szintetikus auxin megemelte mind a heterotréf, mind az
autotrof szovetek etilén produkcidjat. Az etilénrdl kimutattdk, hogy transzkripcids

szinten aktival GST gént is.

11. A heterotrof szovetek GST aktivitdsat az auxin és az etilén is befolyasolta. A GST
aktivitasat mind a legalacsonyabb 0,5 uM, mind a magas kiilsé 2,4-D koncentraciok
indukaltak.

Az etilén jelatvitel gatlasa az etilén-receptorokhoz kapcsolddd NBD-vel megnovelte a
2,4-D-indukalta GST ¢és mas ::GUS aktivitast, bizonyitva, hogy a gdznemii 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 hatasai kozott szerepel bizonyos gének expresszidjanak
gatlasa, koztiik GST géneké is.

Az autotrof szovetekben ellenben a GST aktivitast a norbornadién kezelés nem

befolyasolta. Az autotrof vonalakban tapasztalt magasabb GST aktivitas oka lehet pl.
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az expresszalodasuk folyamatara kifejtett auxin-etilén interakcié megvaltozasa, ami a
transzkripcios 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 vald fiiggdséget. Ez
arra utal, hogy az auxin autotr6f kalluszokban elsédlegesen az etilén a felelds a masi’
aktivitasa az autotrof szovetekben elsédlegesen etilén kontroll alatt all, mig a

heterotrof szovetekben sokkal inkabb auxin befolyasa alatt van.
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