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2. Roviditések jegyzéke

ABS - abszcizinsav

ADC - arginin dekarboxilaz

AlH - agmatin imidohidrolaz

BC poliamin konverzios enzim reakcid
DAQO/CUAO - diamine oxidaz

DAP — 1-3diaminopropan

DPI - difenilén-jodonium

FAD - flavin adenin dinukleiotd

FDA - fluoreszcein-diacetat

GAg - gibberellinsav

GABA - gamma amino vajsav

H.DCFDA - 2,7-diklorofluoreszcein-diacetat
IES - indol-3-ecetsav

JA - jazmonsav

MRNS - hirvivé RNS

NADPH - nikotinamid-adenin-dinukleotid phosphate
NOX — NADPH oxidaz

ODC - ornitin dekarboxilaz

PA - poliamin

PAO - poliamin oxidaz

PCR - polimeraz lancreakcio

put - putreszcin

gPCR - kvantitativ, valos-idejit PCR

RBOH - respiratory burst oxidase homolog
RNS - ribonukleinsav

ROF - reaktiv oxigén formak

SAM - S-adenozil-metionin

SAMDC - S-adenozil-metionin dekarboxilaz
SDP - specificitast determinal6 helyek

SOD - szuperoxid-dizmutaz

spd — spermidin



SPDS — spermidin szintaz

spm — spermin

SPMS — spermin szintaz

TC poliamin terminalis katabolizmus enzimreakcio
T-spm - termospermin

TSPM — termospermin szintaz

UORF - upstream open reading frame



3. Bevezetés

A poliaminok minden ¢l6lényben megtalalhatoak, szereplik esszencialis. Minden novényi
szervben és sejtalkotoban is el6forduld, kis molekula tomegi, kationos természetli molekulak.
Kémia tulajdonsagaik miatt képesek negativan toltdtt molekuldkhoz, igymint lipidekhez, DNS-
hez, vagy egyes fehérjékhez kotddni és szabalyozni mikodésiiket. A poliamin (PA)
homeosztazis fenntartasa kulcsfontossagii a novények novekedéshez és fejlédéséhez, mind
fiziologias koriilmények kozott, mind stressz alatt. A PA szint szabalyozas megvalosulhat a
PA-ok bioszintézise, lebontasa, szallitasa és a PA-0k megkotése altal. A poliamin oxidazok
(PAO), flavin adenin dinukleotid (FAD) fiiggd enzimek, a poliaminok lebontasat és atalakitasat
végzik. Ez torténhet a poliaminok terminalis lebontasa, vagy a poliaminok visszaalakitasa altal.
Mindkét reakcio soran hidrogén peroxid (H20.) keletkezik, ami befolyasolhatja a ndvények
fejlodési €s stressz adaptéacios folyamatait. A H2O2 nagy koncentracidban oxidativ stresszt
okoz, ami sejthalalt valthat ki, mig alacsony koncentracidban kiilonb6z6 jelatviteli folyamatok
indukalasaval aktivalhatja az antioxidans védelmi mechanizmusokat. A PAO izoenzimeket
kodold gének szama, szoveti lokalizacioja, szubsztratspecifitasa, stressz, és fejlodési valaszban
betoltott szerepe fajspecifikus bélyeg. A PAO gének azonositasa mar szamos fajban megtortént,
tobbek kozott kukoricaban, rizsben, paprikaban, narancsban, kamillaban és ladfiiben. Ezzel
szemben dohanyban az egyes PAO izoenzimeket kodolo géneket, azok szoveti/szervi
lokalizacigjat és funkcioit még nem azonositottak. Munkam egyik célja volt a dohany PAO
gének azonositasa, osztalyozasa, szekvencia analizise, masik pedig funkcionalis jellemzésiik
egyfeldl fiziologias koriilmények kozott, masfeldl kiilonboz6 abiotikus stresszhatasokra,
hormonkezelésekre, valamint egyes fejlodési allapotokban.

A plazmamembranban talalhatd6 NADPH oxidaz enzim szintén fontos szerepet jatszik a
reaktiv oxigénformak (ROF) képz6désében. Tehat a PAO és a NADPH oxidaz altal termeltetett
ROF szamos esetben ugyanazokat a folyamatokat szabalyozhatja a novények életmitkodése
soran. Eppen ezért a két enzim egymas hatasat is befolyasolhatja a novények fejlédési és
stresszvalaszaiban.

A sejtfal nélkiili névényi sejtek, a protoplasztok jol hasznalhatéak modellrendszerként a
kiilonbozd jelatviteli, illetve anyagcserefolyamatok, valamint hormondlis kdlcsonhatasok
tanulmanyozasara. Mindemellett az in vitro novényregeneralas alapjaul is szolgalnak, igy

biotechnologiai szempontbol is jelentdsek. A protoplasztalas soran ROF keletkezik, aminek



forrasa egyarant lehet a NADPH oxidaz és a PAO is. A keletkez6 ROF befolyasolhatja a
protoplasztok életképességét és regeneracios képességét. Munkam soran arra a kérdésre Is
kerestem a valaszt, hogy az egyes PAO-0k, illetve a NADPH oxidaz izoenzimei koziil az
RBOHD miként befolyasolhatja ezt a folyamatot kiilon-kiilon és egyiitt. A PAO és NADPH
oxidaz kozotti kapesolatot a molekularis modellnévény Arabidopsis-ban is tanulmanyoztam,

az oldalgyokérprimordiumok hajtdsmerisztémava torténd atalakuldsa soran.

4. Irodalmi attekintés

4.1.A Reaktiv oxigén formak (ROF) és szerepiik névényekben

4.1.1. A novényi ROF tulajdonsagai

Reaktiv oxigén formaknak (ROF) nevezziik azokat a molekulékat, melyek a molekularis
oxigénnél reakcioképesebb oxigén fajtdk. A legismertebb novényi ROF molekuldk kozé
tartoznak a parositatlan elektronnal rendelkezé szabadgyokok, ugy mint a szuperoxid
gyokanion (O2-), a hidroxil gyok (OH') és a hidroperoxil gyok (HO), valamint a nem
szabadgyok molekulak, mint a szinglet oxigén (102), illetve a hidrogén peroxid (H202) (Andrés
Juan és mtsai., 2021; Mittler és mtsai., 2022; Waszczak és mtsai., 2018) (1. tablazat). Kémiai
tulajdonsagaik koziil a reaktivitas és a féléletid6 jelentGsen eltér. A hidroxil gyok (OH') és a
szinglet oxigén erésen reaktiv €s rovid féléletideji (kb. 1 ns) forma, mig a H2O2 mérsékelten
reaktiv és féléletideje is hosszabb (1ms) (Waszczak és mtsai., 2018). Mindemellett az egyes
ROF keletkezési dinamikaja és sejten beliili lokalizacigja is eltérhet a sejt fizioldgiai allapotatol
fiiggéen. A ROF keletkezését és eloszlasat belso, pl. fejlodési allapot és kiilso, pl. kornyezeti
tényezOk is befolyasolhatjak (Turkan, 2018).

A ROF szamos fizioldgiai, anyagcsere és fejlédési folyamat szabalyozasaban vesz részt
anovényekben, ilyenek a sejt differenciacio, a sejthalal, a hajtas,-€s gyokér apikalis merisztéma
fejlédése, az oldalgydkerek kialakulasa, a gyokérszorok és a pollencsd ndvekedése (Huang és
mtsai., 2019; Singh és mtsai.,2016). A ROF befolyasoljak a redukcios- oxidacios folyamatok
(redox) egyensulyat, azaz a sejt redox allapotat, mely egyéb molekulak, pl. enzimek,
ioncsatornak, vagy receptorok miikodését modosithatja, mindez pedig génexpresszios
valtozashoz is vezethet (Mittler, 2017; Waszczak és mtsai., 2018).



A H20: lassu lebomléasa és a membranon, aquaporinokon keresztiili transzportalodasa
miatt alacsony koncentracioban fontos hirvivé molekulaként szolgal, befolyasolhatja
kiilonbozd gének és enzimek mitkodését (Bienert és mtsai., 2006). A H20: jelatviteli szerepét a
sejten beliil és sejtek kozotti folyamatokban is igazoltak. A pontos molekularis mechanizmus,
ami lehetové teszi a H20, szamara, hogy novekedési, illetve fejlédési folyamtokban részt
vegyen azonban még mindig aktiv kutatasok targyat képezi (Bienert és mtsai., 2006; Turkan
2018; Hasanuzzaman és mtsai., 2020; Mittler és mtsai., 2022; Niu és Liao, 2016).

4.1.2. A novényi ROF képzodés folyamata

A ROF keletkezése természetes, fiziologias koriilmények kozott is megvaldsul, a
novények életének/metabolizmusanak normal része. A ROF a sejtben, illetve azon kiviil az

apoplasztikus térben, spontan és enzimatikus uton is keletkezhet (1. tablazat). A O,-- képzddhet

a fotoszintetikus elektrontranszportlanc, a mitokondrialis elektrontranszportlanc, vagy a
plazmamembranban talalhato NADPH oxidaz enzim miikodése altal (Mittler és mtsai., 2022).

Késébb a O, - a szuperoxid dizmutdz (SOD) enzim mikodése altal a novény valamennyi

sejtkompartmentumaban H»>O; -4 alakulhat (Turkan 2018). A H2O> tovabbi forrasai lehetnek az
amin oxidazok, az oxalat oxidazok, a IlI-as tipust peroxidazok és egyéb oxidazok (1.tablazat).
A hidrogén-peroxid képzddését leirtdk valamennyi sejtalkotoban, gy mint a peroxiszémaban,
citoplazmaban, endoplazmas-retikulumban, vakuolumban, mitokondriumban,
kloroplasztiszban, apoplasztban és a sejtfalban is (Mittler és mtsai., 2022).

A ndvényeket szamos kornyezeti hatas éri, melyek, ha a névény szamara optimalis
tartomanyon kiviill esnek, a novény szamara karosak lehetnek. A szélséséges
hémérsékletvaltozas, a talaj szennyezettsége, sétartalma, a szarazsdg, egy optimalis
tartomanyon tul stresszt okozhat. A stressz pedig egy olyan fiziologiai allapot, amelyben a
novények novekedése, fejlédése és szaporodasi képessége elmarad attol, amit a genetikai
adottsagai lehet6vé tennének (Szigeti, 2018). A stresszfolyamatokban ROF keletkezik, ami Kis
koncentracioban fontos szerepet jatszik a kiillonb6z6 védelmi mechanizmusok aktivalédasadban
(Czarnocka ¢és Karpinski, 2018; Hasanuzzaman ¢és mtsai., 2020; Mittler, 2017). Nagy
koncentracioban felhalmozodva azonban kéros hatast fejt ki a sejt épitokoveire, a fehérjékre, a
membran-lipidekre és a nukleinsavakra (Andrés Juan és mtsai., 2021; Schieber és Chandel,
2014), végs6 soron pedig sejthalal kialakulasahoz vezethet (Lin és mtsai., 2006). Mindezek
végett fontos, hogy a ROF szintje szabalyozott legyen a sejtekben, ami tobbféle modon



valdosulhat meg. Ilyenek a kiilonb6z6 enzimatikus és nem enzimatikus antioxidansok, melyek
képesek semlegesiteni a kiilonb6zé folyamatokban keletkezett ROF-kat (Mittler és mitsai.,
2022) (1.tablazat).

Migracio6 a
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1. tablazat Novényekben elfordulo reaktiv oxigénformak (ROF) és tulajdonsdagaik; forrdasuk
és kioltasuk a novényi sejtekben. Per: peroxiszoma; Cyt. citoplazma; ER: endoplazmatikus
retikulum; Vac: vakudlum; Mit: mitokondrium; Chl: kloroplasztisz; Ap: apoplaszt; CW: sejtfal
(Mittler és mtsai., 2022 alapjan)

4.1.3. ANADPH oxidaz (NOX) enzim rovid jellemzése novényekben

Az emlés NADPH oxidaz 2 (NOX2) enzim gp91phox alegységével homolog RBOHA-
t névényekben elészor rizsben (Oryza sativa) irtak le (Groom és mtsai., 1996). Novényekben
respiratory burst oxidase homolog (RBOH) enzimnek is nevezik. Az azoéta eltelt tobb mint két

évtizedben mar szamos novényben jellemezték, igy tobbek kdzott paradicsomban, dohanyban,

Lokalizacié
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Chl Mit Ap
CW Per

Per Cyt ER
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Ap Chl Mit
Cyt Per

Mit Cyt



ludfiiben és burgonyaban is (Amicucci és mtsai., 1999; Chapman és mtsai., 2019; Sagi és Fluhr,
2006; Simon-Plas és mtsai., 2002).

Mind allatokban, mind ndvényekben valamennyi NOX transzmembran enzim,
elektronokat juttat at a membranon a citoszolban levé NADPH/NADH-r6l az apoplasztikus
molekularis oxigénre és szuperoxid gydkanionna redukalja azt (Hu és mtsai., 2020). Ez egy
késoébbi reakcio soran hidrogén-peroxidda alakul a SOD enzim miikddése altal (Chapman és
mtsai., 2019; Kaur és mtsai., 2017; Qu és mtsai., 2017). Az enzim szerkezeti felépitésére
jellemzd, hogy hat transzmembran dommeénel rendelkezik. A fehérje N terminalis végén két
Ca?* koté hely (EF Kar), illetve szamos foszforilacios hely, mig a C terminalis szakaszon
NADPH (Nikotinamid-adenin-dinukleotid) és FAD (Flavin-adenin-dinukleotid) kot6 domén
talalhat6. Az enzim aktivitdsinak szabalyozasa a Ca®" ion kotddésén és az enzim
foszforilacidjan keresztiil valésul meg (Kadota és mtsai., 2015). A NADPH oxidaz fontos
szerepet jatszik a novények szamos életfolyamataban, a fejlédési, a kiillonbozé stressz és
hormonalis jelatviteli mechanizmusok szabalyozasaban (Hu ¢s mtsai., 2020). Az RBOH
enzimet kodold izoenzimek szama ndvényenként eltér. Arabidopsisban az RBOH csalad 10
tagbol all (AtRBOH A-J) (Sagi és Fluhr, 2006), dohdnyban pedig 20 izoenzimet kodold gént
(NtRBOH A-T) azonositottak (Yu és mtsai., 2020). Ezeknek a kifejezédése és a funkcidja is
kiilonbozik az egyes fejlédési és stresszfolyamatokban (Hu és mtsai., 2020). Arabidopsisban a
kiilonboz0 stresszvalaszokban az egyes izoenzimek koziil leginkabb az AtRBOHD és F vesznek
részt (Chapman és mtsai., 2019; Chen ésYang, 2019; Hu és mtsai., 2020). Ezek az izoenzimek
(AtRBOHD ¢és F) az abszcizinsav altal kozvetitett sztomazarodas szabalyozasban is fontos
szerepet jatszanak (Kwak, 2003). A tobbi AtRBOH gén elsésorban a fejlédési folyamatok
szabalyozasaban vesz részt. Az AtRBOHH és AtRBOHJ a pollencsé novekedésben, az
AtRBOHB pedig a mag érésében jatszik szerepet (Chapman és mtsai., 2019; Kaya és mtsai.,
2019). Dohanyban az NtRBOHD ¢és NtRBOHF szintén fontos szerepet jatszik az abiotikus
stresszfolyamatok, tobbek kozott a sostressz szabalyozasaban (Gémes és mtsai., 2017; Hu és
mtsai., 2020). Ugyanakkor az NtRBOHD-t fejlodési folyamatok, Gm. a pollencsé

novekedésének szabalyozasaban is kimutattak (Hu és mtsai., 2020).

4.2. A Poliaminok altalanos jellemzése novényekben

Bar nem az o6kori gorogoktdl indul a poliaminok kutatasa, mégis a modern tudomany

szempontjabol nagyon régre vezethetd vissza. Antoni Van Leeuwenhoek 1678-ban fedezett fel
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kristalyos molekulakat spermaban, amit késébb spermin-nek neveztek el. Ezt kovetden a
szerkezeti meghatarozast elészor 1924-ben Rosenheim végezte el (Rosenheim, 1924).

A poliaminok két, harom, vagy négy amino csoportot tartalmaz6 molekulak, melyek
baktériumokban, gombakban, allatokban és novényekben is megtalalhatoak. A legaltalanosabb
novényi szabad poliaminok koz¢ tartozik a diamin putreszcin (Put) a triamin spermidin (Spd)
¢s a tetramin spermin (Spm) (Bouchereau és mtsai., 1999; Hussain és mtsai., 2011), de poliamin
szerli molekulanak tekintheté a lizinbdl képz6d6 kadaverin is (Jancewicz és mtsai., 2016;
Verhage, 2021). A novények életében betoltott szerepiik esszencialis. Minden ndvényi szervben
¢és sejtalkotoban eléfordulnak, kis molekula tomegi, kationos természetti molekulak (Pal és
mtsai., 2021). Fizioldgias pH-an pozitiv t6ltéssel rendelkeznek, ami altal szorosan kdtédhetnek
negativan to6lt6tt molekulakhoz, mint példaul nukleinsavakhoz, savas foszfolipidekhez, illetve
kiilonb6z6 fehérjékhez (Bouchereau és mtsai., 1999). A novényekben szabad, kovalensen
kotott, vagy nem kovalensen kotott formaban talalhatoak meg. (Chen és mtsai., 2019). A PA-
ok megoszlasa szerv- és szovetspecifikus mintazatot mutat (Chen és mtsai., 2019; Pal és mtsai.,
2021; Takahashi és mtsai., 2018), de ez a kor elérehaladtaval, a fiziologiai allapottol fiiggben,
vagy stressz hatasra is valtozhat (Liu és mtsai., 2015; Paschalidis és Roubelakis-Angelakis,
2005).

A poliaminok fontos szerepet toltenek be a novények fejlédési és stressz adaptacios
folyamataiban (Alcazar és mtsai., 2020; Chen és mtsai., 2019; Romero és mtsai., 2018; Tiburcio
és mtsai., 2014). Szerepiiket leirtak tobbek kozott a sejtosztodasi folyamatok, a szervfejlodés,
a ndvényi regeneracios folyamatok (Chen és mtsai., 2019; Kaszler és mtsai., 2021; Shoeb és
mtsai., 2001; Tiburcio és mtsai., 2014), az 6regedés (szeneszcencia) (Mattoo és Sobieszczuk-
Nowicka, 2018), a programozott sejthalal (Cai és mtsai., 2015) és a pollentomlé fejlodésének
szabalyozasaban (Benké és mtsai., 2020).

A stressztolerancia kialakitdsaban tobbféle mddon is részt vehetnek. Kompatibilis
ozmotikumként, kozvetleniil kolcsonhathatnak €s védelmet nydjthatnak a makromolekulék és
a sejtmembranok szamara. Részt vehetnek a keletkezé szabadgyok molekulak kioltasaban,
ugyanakkor lebontasukkal hozzajarulhatnak a H2O> keletkezéséhez, ami kis koncentracidban,
jelatvivé molekulaként hozzajarulhat az antioxiddns enzimek aktivalodasahoz, valamint
szabalyozhatja a nitrogén monoxid keletkezését, illetve az egyes ioncsatornak miikodését, de
hatassal lehet kiilonb6zé anyagcserefolyamatokra is (Alcazar és mtsai., 2020; Cvikrova és
mtsai., 2013; Groppa és Benavides, 2008; Minocha és mtsai., 2014).

A kiils6 PA kezelés gyakran nagyobb stressztoleranciat eredményez, ugyanakkor az

optimalisnal nagyobb szint toxikus lehet (Alcazar és mtsai., 2020). A tal alacsony PA-szinttel
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rendelkez6 mutans névények azonban érzékenyebbek a stresszhatasokra. Kimutattak, hogy
azok az Arabidopsis novények, amelyek nem képesek spermin eldallitasara érzékenyebbek
lettek a sostresszre (Yamaguchi és mtsai., 2006). A spermin mellett a Put és a Spd fontossagat
is igazoltak sostressz alatt (Gémes és mtsai., 2017, 2016, 2011; Szepesi és mtsai., 2009).

A PA-homeosztazis fenntartasa tehat kulcsfontossagu a novények novekedéshez és
fejlodéséhez mind fiziologias koriilmények kozott, mind pedig stressz alatt. Ez a homeosztazis,
bonyolult, sokrétlien szabalyozott folyamatok eredménye, melynek tobb szintje kiilonithetd el.
A PA szint szabalyzas megvaldsulhat a PA-ok bioszintézise, lebontasa, szallitasa, illetve a PA-

ok megkdtése altal (Pal és mtsai., 2021).
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1. abra Poliamin bioszintézis és lebontas utvonalak névényekben. TC: termindalis katabolizmus,
BC:PA visszaalakitas, (ADC) arginin dekarboxilaz, (AIH) agmatin iminohidrolaz, (ODC)
ornitin dekarboxildz, (SPDS) spermidin szintaz, (SPMS) spermin, szintiz, (TSPMS)
termospermin szintdz, (dCSAM) dekarboxilalt S-adenozil-metionint, (SAMDC) S-adenozil-
metionin dekarboxildz enzim (Gholizadeh F. és Mirzaghaderi G. 2020 alapjan)
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4.3. A poliaminok bioszintézise novényekben

Novényekben a poliamin bioszintézis két titvonala ismert. Az egyiken az argininbdl
kiindulva a kloropalsztiszban talalhato arginin dekarboxilaz (ADC) (EC 4.1.1.19) enzim
agmatint szintetizal. Az ezt kovetd 1épések a citoplazmaban zajlanak. Ennek els6 1épéseként az
agmatinbol az agmatin iminohidrolaz (AIH) (EC 3.5.3.12) enzim miikodésével N-karbamoil-
putreszcin, majd abbol az N-karbamoil putreszcin amidohidrolaz (CPA) (EC 3.5.1.53) enzim
miikodésének eredményeképpen ammonia (NHz) és putreszcin keletkezik (Shi és Chan, 2014).

Néhany novényfajban az ornitinbdl is képzédik putreszcin az ornitin dekarboxilaz
(ODC) (EC 4.1.1.17) enzim segitségével az ornitin uton. Az Arabidopsis nem rendelkezik
ODC-vel, igy csak az arginin aton képes Put el6allitasara (Hanfrey és mtsai., 2001), mig példaul
a paradicsom vagy a dohany esetében mindkét utvonal lehetséges (Heimer és Mizrahit, 1982).
A putreszcin tovabbi atalakitasat a spermidin szintaz (SPDS) (EC 2.5.1.16) enzim katalizalja,
aminek eredményeképpen Spd keletkezik. A Spd egy késébbi enzimreakcid, a spermin szintaz
(SPMS) (EC 21 2.5.1.22) miikddése altal képes sperminné alakulni (Shi és Chan, 2014).

A novényekben mindemellett a spermidinbdl egy specialisan moddositott poliamin,
termospermin (T-Spm) is keletkezhet, a termospermin szintaz (TSPMS) masnéven ACAULIS5
(ACL5) enzim miikodésének eredményeképpen (Takano és mtsai., 2012). Az SPDS és SPMS
valamint az ACL5 enzimek mikodésiikhoz dekarboxilalt S-adenozil-metionint (dcSAM)
hasznalnak fel, ami az S-adenozil-L-metioninbol (SAM) keletkezik az S-adenozil-metionin
dekarboxilaz enzim (SAMDC) (EC 4.1.1.50) miikddése altal (Chen és mtsai., 2019)(1. abra).
A néhany fajban megtalalhato kadaverin szintézise lizinbdl torténik, egy teljesen fliggetlen
bioszintetikus uton, az ornitin/lizin dekarboxildz enzim miikddésének az eredményeképpen

(O/LDC) (Jancewicz és mtsai., 2016).

4.4. A poliaminok lebontasa novényekben

4.41. Az amin oxidazok és elofordulasuk novényekben

Eddigi ismereteink szerint kétféle enzim felelds a poliaminok lebontasaért. A réz és
piridoxal foszfat kofaktorral miikodé diamin oxidazok (DAO) (EC 1.4.3.6) és a flavin adenin
dinukleotidot (FAD) tartalmaz6 poliamin oxidazok (PAO) (EC 1.5.3.3) (Angelini és mtsai.,
2010). A DAO (CuAO) putreszcint és kadaverint oxidal az elsé aminocsoport melletti
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szénatomon, melynek eredményeképpen ammonia, aminoaldehid és H2O> keletkezik.
Arabidopsisban 10 DAO gén talalhatd, melyek szovetspecifikus kifejez0dési mintazatot
mutatnak, a sejten beliil pedig kiilonb6zé kompartmentumokban lokalizalédhatnak, gy mint
az apoplasztban, a peroxiszomaban, vagy a vakudlumban (Fraudentali és mtsai., 2021;
Tavladoraki és mtsai., 2016).

A poliamin oxiddzok szintén szovet specifikus kifejezddési mintazatot mutatnak. Attol
fliggben, hogy miként vesznek részt a PA-0k lebontasaban, két csoportjuk kiilonithet6 el. Az
elsé csoportba tartozo PAO-0k a poliaminok terminalis katabolizmuséaért (angol rovidités
alapjan terminal catabolism, TC utvonal) feleldsek. A masodik csoportba tartozé PAO-ok a PA-
ok visszaalakitasaban (angol rovidités alapjan backconversion, BC titvonal) jatszanak szerepet,
a Spm-t Spd-né, a Spd-t pedig Put-né alakitjak vissza. A TC tvonal altalaban extracellularisan,
mig a BC utvonal intracelluldrisan, a citoplazmaban vagy a peroxiszomaban torténik meg
(Wang és mtsai., 2019). A PAO-0k eltérd szubsztrat és szovetspecifitassal rendelkeznek
(Fincato és mtsai., 2012; Kim és mtsai., 2014). Sejten beliili lokalizacidjuk alapjan
apoplasztikus, citoszolikus és peroxiszomalis PAO-0k kiilonboztethetéek meg (Moschou és
mtsai., 2012; Tavladoraki és mtsai., 2016). Ez ideaig a PAO géneket mar szamos egy, -és
kétszikli névényben sikeriilt azonositani (Salvi és Tavladoraki, 2020; Yu és mtsai., 2019). A
legjobban tanulmanyozott és jellemzett PAO a kukorica apoplasztikus ZmPAO1 (Cona és
mtsai., 2006; Tavladoraki és mtsai., 1998). Arabidopsisban 5 (AtPAO1-5) (Fincato és mtsai.,
2011; Takahashi és mtsai., 2010) paradicsomban ¢és rizsben hét (SIPAO1-7; OsPAO1-7) (Hao
és mtsai., 2018; Ono és mtsai.,, 2012; Sagor és mtsai., 2021), kukoricaban pedig kilenc
(ZmPAO1-9) (Xi és mtsai., 2022) PAO izoenzimet kodold gén talalhato.

Filogenetikai analizis alapjan a novényi PAO-0k 5 kladba sorolhatoak, I, II, III, IV és V
(Bordenave és mtsai., 2019; Salvi és Tavladoraki, 2020). Az I-es kladba tartozik az Arabidopsis
AtPAOL és a paradicsom SIPAOI1, ezek citoplazmatikus elhelyezkedésiick és a poliaminok
visszaalakitasaban (BC ttvonal) vesznek részt (Takahashi és mtsai., 2010; Hao és mtsai., 2018).
A lll-as kladba az Arabidopsis AtPAOS és a paradicsom SIPAOG6 és SIPAO7, a IV-es kladba
az Arabidopsis AtPAO2, AtPAO3, AtPAO4, a paradicsom SIPAO2, SIPAO3, SIPAO4,
SIPAOS és a rizs OsPAO3, OsPAO4, OsPAOS, mig az V-0s kladba, ami a I1I-as egy ledgazasa
egyetlen PAQO, a rizs OsPAOL1 tartozik (Takahashi és mtsai., 2010; Ono és mtsai, 2012; Hao és
mtsai., 2018). A lll-as és V-0s kladba tartoz6 PAO-0k citoplazmatikus, mig a IV-es kladba
tartozok peroxiszomalis elhelyezkedéslieck és az I-es kladhoz hasonléan, a poliaminok
katabolizmusaban a BC utvonalon vesznek részt (Bordenave és mtsai., 2019). Az AtPAOS és

feltehetden valamennyi I1I-as klad tag a T-Spm-t részesiti elonyben szubsztratként és a T-Spm
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Spd-né torténd visszaalakitasat katalizalja (Takahashi és mtsai., 2010; Kim és mtsai., 2014). A
Il-es kladba tartoz6 PAO-0K a tobbi klad PAO-ival ellentétben a PA-0K terminalis lebontasat
(TC ttvonal) végzik és vagy az apoplasztban, vagy a vaku6élumban helyezkednek el. Harom
rizs PAO (OsPAO2, OsPAO6, OsPAQ7) és egy kukorica PAO (ZmPAO1) tartozik ebbe a
kladba (Cona és mtsai., 2006; Ono és mtsai., 2012; Takahashi és mtsai., 2010).

4.4.2. A poliamin-oxidazok biokémiai szerkezete és az altala katalizalt reakciok

A PAO-ok a flavoenzimek csaladjaba tartoznak. Strukturalis felépitésiikre jellemzé egy
FAD két6, valamint amin-oxidaz domén (Sebela és mtsai., 2001; Tavladoraki és mtsai., 1998).
Monomer enzimek, melyek nem kovalensen koétik a FAD-ot. Kristalyos szerkezetét a
kukoricaban (Zea mays), a sarjadzo élesztében (S. cerevisiae) és a hazi egérben (M. musculus)
is ismerjiikk. A PAO-0k szerkezetét Zea mays és M. musculus fehérje szerkezet alapjan sikertilt
modellezni (Bordenave és mtsai., 2019) (3. abra). A ZmPAO egy 53 kDa méretii monomer
enzim, 13 a-hélixb6l és 19 B-redébol all. Rendelkezik egy 3 nm hossza un. Katalitikus U
csatornaval, ami a poliaminok lebontasaért felels (Binda és mtsai., 1999).

A poliaminok PAO altali enzimatikus lebontasa két félreakciobol all. Az els6 1épésben
a FAD redukalodik, a poliamin pedig oxidalodik. Ezt kovetéen a FAD visszaoxidalodik, amihez
az elektront a molekularis oxigén szolgaltatja és aminek eredményeképpen H20: keletkezik. A

reakcio vizet is igényel az oxidalt spermidin hidroliziséhez (2. abra) (Binda és mtsai., 1999).

Spermidin 1,3-diaminopropan + 4 aminobutanol

+
NH,(CH,);NHCH,(CH,);NH, [NHQ(CH2)3NH=CH(CH2)3NHZ] 7—. NH,(CH,)sNH, + NH,(CH,),CHO

FAD  FADH- H,0

H0, O

2. abra A poliaminok terminalis katabolizmusa (TC utvonal). A spermidin oxiddcioja és
a keletkezett imino-csoport hidrolizise, mely soran 1,3-diamiopropan és 4-
aminobutanol keletkezik. A flavin adenin dinukleotid (FAD) reoxidacidja sordan
hidrogén-peroxid (H202) keletkezik (Sebela és mtsai., 2001 alapjan).

A PAO-ok csoportosithatok funkcionalis tulajdonsagaik, pl. az altaluk katalizalt reakcio

alapjan is. Amikor a poliaminok PAO altali oxidaciojanak eredménye a poliaminok végleges
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lebontasa, terminalis katabolizmusrol beszéliink (TC utvonal). A masik utvonal a poliaminok
visszaalakitasa eggyel kevesebb amin csoportot tartalmazé poliaminna (BC utvonal). Ez utobbi
utvonal tulajdonképpen a PA bioszintézis forditott itvonala (Spm —»Spd—> Put). A terminalis
katabolizmust végzé enzimek képesek oxidalni a Spd-t, a Spm-t és az acetilalt formaikat. A
szénatom oxidalodik (2. abra). A Spd és a Spm oxidacidjanak soran, a reakcid
eredményeképpen H20», 1,3-diaminopropan (DAP) €s 4-aminobutanol (a Spd lebontasa soran),
illetve N-(3-aminopropil)-4- aminobutanol (a Spm lebontasa soran) keletkezik (Cona és mtsai.,
2006; Moschou és mtsai., 2012; Sebela és mtsai., 2001). A keletkezett DAP mérését hasznaljak
fel a PAO aktivitas meghatarozasahoz (Tavladoraki és mtsai., 2006). A 4-aminobutanol spontan
moédon tovabb alakulhat A1 —pirrolinna, ezen keresztiil pedig gamma aminovajsav (GABA)
képzddhet, ami szukcinatta alakulva belép a Krebs-ciklusba (Chen és mtsai., 2019). A GABA
mindemellett részt vehet a ROF termelddés, valamint stressz akklimatizacios folyamatok
szabalyozasaban is (Ansari és mtsai., 2021; Mahadi Hasan és mtsai., 2021) (1.abra).

A TC utvonal legjobban és legrégebben jellemzett enzime a kukoricaban talalhato
ZmPAOL (Binda és mtsai., 1999; Federico és mtsai., 1990). Hasonl6 aktivitasu enzim talalhato
rizsben (OsPAO2, OsPAO6 és OsPAQ7) (Liu és mtsai., 2014; Ono és mtsai., 2012), arpaban
HvPAOI1 és HvPAO2 (Cervelli és mtsai., 2004), narancsban CsPAO4 (Wang és Liu, 2016) és
feltételezhetéen dohanyban is (NtPAOL) (Yoda és mtsai., 2006).

A BC utvonal enzimei a PA-0k visszaalakitasat végzik. Ennek soran a Spd és Spm N5
H20., mig a Spd-bdl Put, H2O> és 3-aminopropanol keletkezik (Tavladoraki és mtsai., 2016).
Arabiodpisban és paradicsomban csak ilyen tipust enzim talalhato (Fincato és mtsai., 2011;
Hao és mtsai., 2018). A poliaminokat visszaalakito PAO-0k és a poliamin szintézis enzimei
egylitt egy tgynevezett poliamin kort alkotnak (Pal és mtsai., 2015). Mind a TC, mind pedig a
BC tutvonal hozzajarul a poliaminok homeosztazisanak szigori szabalyozasdhoz, és mindkét
utvonalon keletkezik hidrogén-peroxid is (Benko és mtsai., 2022). Ez aldl kivételt képezhet az
AtPAOS5, mely enzimrdl kutatasok alapjan inkabb azt feltételezik, hogy a T-Spm homeosztazis
szabalyozasan keresztiil fejti ki hatasat a novények életfolyamataiban (Alabdallah és mtsai.,
2017; Kaszler és mtsai., 2023, 2021; Kim és mtsai., 2014). Az AtPAO5 nem az oxigént
hasznalja elektron donornak, ezért inkabb dehidrogenaz aktivitas kotheté az enzimhez, igy a

miikddése nem jar HoO» képzddéssel (Ahou és mtsai., 2014).
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3. abra A PAO kiddok fehérje szerkezete. Az ismert Zea mays (ZMPAQO) és a Mus musculus
(MMPAO) PAO-0k alapjan a novényi IV kladrol molekuldris modellezéssel készitett fehérje
szerkezetek. Skadla: %-ban kifejezett hasonlésagot jelent (Bordenave és mtsai., 2019).

4.4.3. A poliamin-oxidazok sejten beliili elhelyezkedése (lokalizaciéja), szubsztrat

specifitasa és szabalyozasa

A novényi PAO-ok eltéré szubsztrat specifitassal rendelkeznek. Arabidopsisban az
AtPAO1 a Spm ¢és a T-Spm, az AtPAO3 a Spd, az AtPAO2 és az AtPAO4 a Spd és a Spm
(Fincato és mtsai., 2011; Moschou és mtsai., 2008; Tavladoraki és mtsai., 2006), az AtPAOS5
pedig a T-Spm visszaalakitasat katalizalja (Kim és mtsai., 2014).

A PAO gének szovet, szerv, - és sejtspecifikus mintazatot mutatnak, mely fajonként
eltérhet. Arabidopsisban az AtPAOL1 a viragban, azon beliil is a porzoban és portokban, valamint
a gyokérben, a tranzicids zonaban fejezodik ki. Az AtPAO2, az AtPAO3 ¢és az AtPAOS szintén
leginkabb a viragban expresszal, de az AtPAO2 a virag mellett a hajtas és gyokér
merisztémaban, az AtPAO5 pedig a szarban is kifejezodik. Ezzel szemben az AtPAO4 a
viragban kevésbé, inkabb az iddsebb levelekben expresszal (Fincato és mtsai., 2012; Takahashi
¢és mtsai., 2010). A ludfiivel ellentétben narancsban valamennyi PAO (CsPAO1-6) leginkabb a
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gyokérben fejezddik ki (Wang és Liu, 2015). A kiilonb6zé PAO-ok szerv,-és szovetspecifikus
eloszlasat, annak mas fajokhoz viszonyitott kiilonbségeit az emlitett ndvényeken tul gyapotban
(Cheng és mtsai., 2017), lenben (Eom ¢és mtsai., 2018), paradicsomban (Hao és mtsai., 2018)
és uborkaban (Wu és mtsai., 2022) is leirtak.

Sejten beliili lokalizacid tekintetétben az Arabidopsis AtPAOl és AtPAOS a
citoplazmaban, mig az AtPAO2, az AtPAO3 és az AtPAO4 a peroxiszomaban talalhatd
(Fincato és mtsai., 2011). Mas novényeknél, pl kukoricaban (Federico és mtsai., 1990) és
rizsben (Liu és mtsai., 2014) az apoplasztikus térben is talalhatoak PAO-ok, arpaban pedig TC
reakciot katalizald vakuolaris elhelyezkedésit PAO-ok (HVPAOI1 és HVPAO2) is miikddnek
(Cervelli és mtsai., 2004).

A lokalizaci6 funkcionalis kapcsolatban allhat a katalizalt reakcio tipusaval is.
Altaldnossagban megfigyelheté, hogy mig a terminalis katabolizmus a sejten kiviili
apoplasztikus térben, addig a poliaminok visszaalakitisa a peroxiszomaban, illetve a
citoplazmaban jatszodik le (Liu és mtsai., 2014; Wang és mtsai., 2019). Ezen tGlmenden, a
lokalizacio fiiggvényében a PAO-0k kiilonb6z6 folyamatokat befolyasolhatnak a ngvényekben.
A peroxiszomaban talalhato PAO-ok pl. hatassal lehetnek a nitrogén monoxid (NO) és ROF
metabolizmusra (Corpas és Barroso, 2018), mig az apoplasztikus térben levok részt vehetnek a
ROF termeléshez kotott hiperszenzitiv reakciok szabalyozasaban (Moschou és mtsai., 2008b).

A PAO gének indukalhatoak kiilonb6z6 stresszorok, illetve hormonok altal (Yariuchi
¢s mtsai., 2021). Ezeknek a folyamatoknak a részletes transzkripcionalis szabalyozasarol
azonban viszonylag keveset tudunk. Arabidopsisban ismert az AtPAO2 poszt-transzkripcionalis
szabalyozasa (Guerrero-Gonzalez és mtsai., 2014). Mindemellett promoter analizissel
igazoltak, hogy szamos stressz faktor és hormon hatassal van az AtPAO3 kifejez6désére (Podia
¢s mtsai., 2023). Kukoricdban, az auxin hormon hatds egyik kozvetitéje a ZmARF30
transzkripcios faktor, mely a ZmPAO1L promoteréhez képes kotddni (Liu és mtsai., 2022)

A PAO enzim aktivitasa poliamin anal6g molekulakkal gatolhato, ilyenek az MDL-72,527
(Binda és mtsai., 1999), az 1,8-diaminooktan, az 1,12-diaminododekan, az N-prenylagmatin
(G3), és a guazatin (Guaz), melyek irreverzibilisen gatoljak a PAO aktivitasat (Cona és mtsai.,
2004).
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4.5._ A poliamin-oxidazok szerepe a reaktiv_oxigén formak (H:0>)

képzésén keresztiil a novények fejlodési, - és stresszvalaszaiban

45.1. A poliamin-oxidazok kapcsolata a fejlédési folyamatokkal

A PAO altali H,O2 produkcid fontos szerepet tolt be a sejtfal és szallitd szoveti elemek
inditott el és befolyasolta a gyokér fejlodését transzgénikus dohany ndvényekben. Azonban a
ZmPAOL1 tultermeltetése megemelkedett H202 szinttel jart egyiitt, ami megndvelte a
programozott sejthalalt elinditd sejtek aranyat is (Tisi és mtsai., 2011). Az AtPAO5 szintén
a T-Spm szintjének szabalyozasan keresztiil teszi (Ahou és mtsai., 2014; Alabdallah és mtsai.,
2017). Az AtPAOS feltételezhetden indirekt modon a T-Spm homeosztazis szabalyozasan
keresztiil az auxin/citokinin szintekre hatva vesz részt folyamat szabalyozasaban (Alabdallah
¢és mtsai., 2017).

Szamos bizonyiték van arra vonatkozoan, hogy a PA-0k lebontasabol szarmazo H20:
hozzéjarul a sejtfal poliszacharidok keresztkotéséhez a sejtfal érése soran (Cona és mtsai., 2006;
Tisi és mtsai., 2011). A ZmPAO altal termelt H2O2 a sebzés utani sejtfal regeneralodasban (Tisi
¢s mtsai., 2008), mig a rizs OSPAO7 altali ROF a portok sejtfalanak lignin szintézisében jatszik
szerepet (Liu és mtsai., 2014).

A PAO a pollencsé polaris novekedésének szabalyozasaban is részt vesz. Kiilséleg
alkalmazott PA kezelés képes a pollentomlé ROF szintjét modositani és ezaltal befolyasolni
annak novekedését (Benkd és mtsai., 2020). Az AtPAO3 génben mutans novények pollen
tomloi degeneralt novekedést mutatnak (Wu és mtsai., 2010). A Spd képes a Ca®* csatornakat
aktivalni. A Ca?" csatorna aktivaldsa, valamint a csucsi ROF felhalmozodas pedig
elengedhetetlen a pollen tomlé novekedéséhez (Scholz és mtsai., 2020). A Spd kezelés hatasa
nem érvényesiil az Arabidopsis pao3 mutansban, feltehetden azért, mert a Spd PAO3 altali
lebontasabol szarmazé ROF sziikséges a pollencsé megfelelé novekedéséhez ( Wu és mtsai.,
2010).

A PA és lebontasuk szerepet jatszik stressz adaptacié soran is a Ca?* és K* aramlas
indukcidjaban (Pottosin és mtsai., 2012), ami szintén aldtamasztja a PA-PAO-ROF-Ca?*

jelatviteli kapcsolat fontossagat az egyes folyamatokban.
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45.2. A poliamin-oxidazok szerepe az oregedés (Szeneszcencia) és a programozott

sejthalal soran

A PAO éltali ROF produkcié szerepét a levelek dregedése soran tobb tanulmanyban is
leirtak. Arpaban a PAO aktivitds gatlasa késelteti a szeneszcenciat. A PAO gatlasanak
eredményeképpen csokken a H2O; szint és emelkedik a Spd koncentracidja (Sobieszczuk-
Nowicka és mtsai., 2016). Ehhez hasonloan, Arabidopsis pao4 mutansok is késleltetett
szeneszcenciat és csokkent HoO» tartalmat mutattak (Sequera-Mutiozabal és mtsai., 2016).

A szeneszcenciahoz hasonlo folyamat zajlik le a gyiimdlcs érése soran is, melyben
szintén részt vesz a PAO. Az éréshez az azt eldsegité hidrogén-peroxid termeléssel jarul hozza
(Agudelo-Romero és mtsai., 2013; Tavladoraki és mtsai., 2016; Wang és mtsai., 2021).

A PAO altali H20; szerepet jatszik a programozott sejthalal kivaltasaban is a fejlédési
folyamatok, mint pl. a xilém differenciacio soran (Tisi és mtsai., 2011). A fejlodési folyamatok
mellett, a PAO altali ROF szerepét biotikus (Yoda és mtsai., 2006, 2003) és abiotikus stressz
soran is kimutattak a programozott sejthalal kialakitasaban (Gémes és mtsai., 2016; Moschou
és mtsai., 2008a). A ZmPAO1-et taltermeld transzgénikus dohany névények magasabb H>O>
szinttel rendelkeznek, mely fiziologias koriilmények kozott nem, de stresszhatasra hozzajarul a

programozott sejthalal beinditasahoz (Gémes és mtsai., 2016; Moschou és mtsai., 2008a).

45.3. A poliamin-oxidazok szerepe az abiotikus stresszvalaszokban

A PAO dltali ROF produkcié hatasa a kiilonb6zd stresszfolyamatokban
koncentraciofiiggd. A keletkez6 ROF alacsony koncentracioban kiilonboz6 jelatviteli utakon
keresztiil képes aktivalni azokat az antioxidans mechanizmusokat, amelyek segitik a stresszel
szembeni védekezést, a sikeres akklimatizacio 1étrejottét. Magas koncentracidban azonban a
ROF felhalmozodasa oxidativ stresszt, végsd soron sejthalalt és a novényi egyed pusztuldsat
eredményezi (Wang és mtsai., 2019; Yu és mtsai., 2019). A PAO hatasat mar szamos abiotikus
stresszvalaszban tanulméanyoztdk. Szarazsagstressz soran kimutattdk a PAO fiiggd H202
termelés fontossagat az ABS indukalt gazcsere nyilasok (sztoma) zarodasaban (Desikan és
mtsai., 2006; Konstantinos és mtsai., 2010). Soéstressz alatt narancsban (Citrus sinensis) a
CsPAO4 izoenzim jatszik szerepet az oxidativ stresszt kivaltd H202 produkcioban. Hasonlo
szereplik van a PAO-knak magas szelén vagy aluminium koncentracié okozta stressz alatt is

(Wang és Liu, 2016; Wang és mtsai., 2019; Yu és mtsai., 2018). Transzgénikus dohany
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novényekben, ahol a PAO mitkodése alulszabalyozott (AS-ZmPAO) csokkent a héstressz altali
H202 produkcié, aminek eredményeképpen ezek a novények emelkedett termotoleranciat
mutattak (Mellidou és mtsai., 2017). Arabidopsisban a PAOS5 és a PAOI jatszik szerepet a
sOtolerancia kialakitasaban. Arabidopsis pao5 mutans sotolerans fenotipust mutat, igaz nem a
ROF szintekben bekovetkezett valtozas, hanem a megvaltozott T-Spm szint kovetkeztében
(Zarza és mtsai., 2017). Erdekes modon Arabidopsis paolpao5 dupla mutans novény, melyben
a citoplazmatikus PAO teljesen hianyzik, szintén soétolerans. Ezekben a dupla mutans
novényekben sokezelés hatasara kisebb mértékii hidrogén-peroxid szint emelkedés figyelhetd
meg a vad tipusu novényhez képest (Sagor és mtsai., 2016). Peroxiszomalis PAO-t nem
tartalmazd Arabidopsis mutanst nem sikeriilt létrehozni, aminek az az oka, hogy a
peroxiszomalis PAO-ok teljes hianya feltehetéen letalis. Ugyanakkor a pao2pao4 dupla mutans
a paolpao5 dupla mutanssal szemben soérzékeny (Sagor ¢és mtsai., 2016). Ezek a
megfigyelések ravilagitanak arra, hogy a kiilonb6z6 PAO-0k aktivitastdl, illetve lokalizaciotol
¢s lebontasi reakcido mellékterméktdl fiiggden kiilonbdzo modon vesznek részt az egyes

abiotikus stresszfolyamatok szabdlyozéaséaban.

4.6.A poliamin oxidaz és NADPH oxidaz kapcsolata a novények fejlodési.

- és stresszvalaszaiban

A PA-ok PAO-ok 4ltali lebontasabol, valamint az RBOH miikodésébdl szarmazo ROF,
gyakran egyiddben, vagy késleltetve, de ugyanazokat a folyamatokat befolyasolja. Ezért a ROF
homeosztazis szabalyozasan keresztiil akar funkcionalis kapcsolat is feltételezhet6 a két enzim
kozott (Benkd és mtsai., 2022). Jelenlegi ismereteink szerint a PAO és NADPH oxidaz aktivitas

hipotetikus kapcsolatat a 4. abra foglalja Gssze.
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4. abra PAO és NADPH oxidazt dsszekotd lehetséges jel-atviteli utvonalak. Mindkét enzim
miikédése HoOz képzddéssel jar. A HoO2 képes MAPK kindz kaszkdadot elinditani, ami
génexpresszios valtozdsokhoz vezethet. A valtozas egyarant lehet pozitiv vagy negativ. A
H20:2 szintén képes aktivalni azokat a géneket, melyek a poliamin bioszintézisben vesznek
részt. A poliamin képes antioxidansként kioltani a ROF molekuldkat, de szubsztratként
szolgal a poliamin oxidazoknak is és lebontasuk soran H02 képzodik. A H20; szintén
képes Ca?* csatorndk szabdlyzasara is. A Ca* pedig az RBOH aktivitdsdt befolydsolja. A
két enzim kolcsonhatasa lehet kozvetett és kozvetlen (példaul mas ROF kiolto
mechanizmusok is 6sszekothetik a két enzimet). PAO: poliamin oxidaz, RBOH: NADPH
oxidaz, PA: poliamin MAPK: mitogén aktivalt protein kindz (Benkd és mtsai., 2022)

46.1. APAO miikodése soran képzodo H202 hatasa a NADPH oxidaz aktivitasra

Szamos tanulmany taimasztja ala, hogy a PA-ok PAO altali lebontasabol szarmazo H20:
befolyasolja az RBOH enzimek aktivitasat. Andronis és mtsai. (2014) kimutattdk, hogy
Arabidopsis pao3 mutans névényekben megemelkedett a NADPH oxidaz aktivitasa, ami
tobblet szuperoxid gyokanion termeléshez vezetett, de a H2O szint a varakozasokkal
ellentétben nem valtozott, feltehet6en azért, mert a NADPH oxidaz aktivalta a mitokondrialis
alternativ oxidazokat. Az AtPAO3 taltermelése pedig szintén szuperoxid tobbletet
eredményezett, de ebben az esetben, a szuperoxid gyodkanionnal egyensulyban, H.O> is
keletkezett. Mindebbdl arra kdvetkeztettek, hogy a szuperoxid gydkanion és a hidrogén-peroxid
aranya befolyasolja a mitokondrialis respiracios lancot, az AtPAO3 pedig szabalyozhatja ezt az
egyensulyt a NADPH oxidaz aktivitasanak befolyasolasan keresztiil (Andronis és mtsai., 2014).

Pseudomonas syringae bakterialis fert6zés hatasara szintén megfigyelték az RBOH
PAO-okkal valo kolcsonhatasat. Arabidopsis-ban a fertézés az AtPAO1 és AtPAO2 gén-
expresszidjanak emelkedését okozta. A PAO bakteridlis fert6zés elleni védekezésben betdltott

szerepét mutatja az is, hogy az Arabidopsis dupla mutans paol-1pao2-1 érzékenyebb lett a
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fertézésre. A mutansban nem csak a H202, hanem az O~ szint is megemelkedett, ami tobbek
kozott az RBOH enzimek fokozott aktivitasaval is 0sszefiiggésbe hozhatd. paol-1pao2-1 dupla
mutansban csokkent az AtRBOHD ¢s AtRBOHF relativ expresszioja. Mindezek alapjan
feltételezhetd, hogy a Spm oxidacidja a peroxiszomalis PAO-0k altal negativan szabalyozza az
RBOH aktivitasat, de a pontos molekularis mechanizmus még nem ismert (Jasso-Robles és
mtsai., 2020).

4.6.2. A NADPH oxidaz ROF-on Kkeresztiil befolyasolja a PAQO aktivitasat

Sostressz alatt dohanyban a NADPH oxidaz altali ROF fokozza az NtPAOI1 aktivitasat.
Mindemellett, az apoplasztikus PAO aktivitasa pozitivan befolyasolja a NADPH oxidaz
transzkripcidjat és aktivitasat. A PAO és a NADPH oxidaz egyiitt egy ROF termeld pozitiv
visszacsatolasi kort alkotnak a folyamatban (Gémes és mtsai., 2016). A programozott sejthalal
kialakitasa soran, a NADPH oxidaz altal generalt ROF egy kaszkad reakciét indit, ami
sziikséges a késobbi PAO altali H2O, termel fazis bekapcsolasahoz (Yoda és mtsai., 2006).
Ezzel ellentétben, szarazsagstressz alatt, a NADPH oxidaz aktivitasanak eredményeképpen

keletkez6 ROF gatolja a PAO aktvitasat (Demiralay és mtsai., 2022).

4.6.3. A poliamin metabolizmus kapcsolata a NADPH oxidaz enzimekkel

A LUPA (Longer uncommon polyamines) molekuldk képesek aktivalni a PAO-t és
indukalni az RBOH géneket (Sagor és mtsai., 2013). Dohany protoplaszt sejtekben a sejt
kultarahoz adott poliamin csokkentette a NADPH oxidaz generalta szuperoxid gyokanion
képzodést (Papadakis és Roubelakis-Angelakis, 2005). A poliaminok RBOH-ra kifejtett
szabalyoz¢ hatdsat vizsgaltdk sostressz alatt SAMDC taltermeld dohany ndvényekben és azt
tapasztaltak, hogy a magasabb PA szint csokkent NtRBOHD ¢s NtRBOHF gén-kifejezodéssel
jart egyiitt. Mindebbdl arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a poliaminok képesek sostressz
alatt a NADPH oxidaz altali ROF termelést befolyasolni (Seo és mtsai., 2019). A PA-ok
NADPH oxidazt gatlo hatasat 16tuszban és uborkaban is leirtak (Shen és mtsai., 2000; Cuevas
¢és mtsai., 2004). Uborkaban a Spd kezelés hatasara csokkent a NADPH oxidaz aktivitasa, a
kisebb mértékii szuperoxid gydkanion termelés kovetkeztében pedig elkeriilheté volt a ROF
felhalmozodasa fagystressz alatt (Shen és mtsai., 2000). A PA-ok fokozhatjak is a NADPH

oxidaz aktivitasat (Xu és mtsai., 2021). Barackban, kiils6 PA kezelés hatasara megemelkedett
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az RBOH aktivitasa és génexpresszidja, ami csOkkentette a patogének okozta karosodas
mértékét (Li és mtsai., 2019).

Ugyanakkor, a NADPH oxidaz gatlasa difenilén jodoniummal (DPI) csokkentette, mig
kiils6 hidrogén-peroxid kezelés novelte a poliaminok szintézisét az ADC és AIH aktivitasanak
befolyasolasan keresztiil szarazsag stressz alatt (Demiralay és mtsai., 2022). Mindemellett, a
DAO és PAO gén-expresszidja is magasabb volt DPI kezelés hatdsara és alacsonyabb hidrogén
peroxid kezelésre, ami arra utal hogy az RBOH altali ROF hozzajarul a poliamin bioszintézis

és lebontas szabalyozasahoz is (Demiralay és mtsai., 2022).

46.4. A PAO é a NADPH oxidaz egyiittmiikodése a novények fejlodési

valaszaiban

A PAO ¢és RBOH kozotti kapcsolat jol szemléltethetd a zarosejtek muiikodésének
szabalyozasa soran. A zarosejtek csukodasat szamos stressz faktor és hormon befolyasolja. A
H.0; aktivalja a Ca®" ioncsatornakat, aminek eredményeképpen megemelkedik a citoszolikus
Ca?* koncentrécid, jelatviteli utak aktivaloédnak és a zarésejtek becsukodnak (Pel és mtsai.,
2000). A H20O> pedig megemelheti a O2- produkciot az RBOH aktivitasanak befolyasolasa altal.
Kukorica levélben, az ABS indukalt sztoémazarodas soran a NADPH oxidazok, a peroxidazok
¢és a PAO egyiitt jarul hozza a ROF termeléshez, de a H2O> termelésben az RBOH-k szerepe a
legjelentésebb (Zhu és mtsai., 2006).

Arabidopsisban a kiils6 PA kezelés hatasara megemelkedett ROF szintén befolyasolja a
zarosejtek mikodését, feltételezhetéen a PAO révén. A PAO és NADPH oxidaz egyiittes
szerepét er6siti az a tény is, hogy a PA indukalt sztomazarodas csak mindkét enzim gatlasaval
valosulhatott meg (Agurla és mtsai., 2018). Az etilén indukalt sztomazardédas soran az
Arabidopsis RBOHF enzim a legjelent6sebb eleme a ROF termelésnek (Desikan és mtsai.,
2006). Az etilén a PAO-0k miikodésének szabalyozasan keresztiil is hathat a sztomazarodasra.
Az epidermisz nyuzatokon végzett kisérletek soran a PAO enzim gatlasa megakadalyozta az
etilén indukalt sztomazarodast (Hou és mtsai., 2013). Ennek hatterében az allhat, hogy az etilén
szabalyozhatja az AtPAOZ2 és AtPAO4 gének kifejezddését. Ha ezeket a géneket taltermeltették,
fokozddott az etilén érzékenység a sztdbmazarodas soran (Hou és mtsai., 2013). Osszességében
bar a sztdbmazarddas soran a NADPH oxidaz a f6 ROF termel6 enzim, a PAO ROF-on keresztiili

szabalyozasa is feltételezhetd a folyamatban.
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46.5. A PAO-NADPH oxidaz kolcsonhatasa a stressz akklimatizacios

folyamatokban

A PAO ¢s a NADPH oxidaz kolcsonhathat egymassal a novények stresszvalaszaiban is.
A két enzim egyiittmikddését a sikeres alkalmazkodés létrejottében leirtdk sostressz és
aluminium stressz alatt is (Gémes és mtsai., 2016; Yu és mtsai., 2018).

Hasonlo eset figyelheté meg a ndvények steril nevelése soran tapasztalhatdo un.
hiperhidricitas soran. A jelenséget mutatd novények Sarga sziniiek, tivegszertiek és in vitro
nehezebben szaporithatok. Hiperhidricitas soran oxidativ stressz alakulhat ki, melyben az
RBOH szerepe jelentsebb, de kisebb mértékben a PAO is hozzajarul a ROF keletkezéséhez
(Tian és mtsai., 2017).

Az RBOH fontos szerepet jatszik a sebzésre és jazmonsav kezelésre adott ndvényi
valaszokban is (Liu és mtsai., 2008; Marino és mtsai., 2012; Sagi és mtsai., 2004). A NADPH
oxidaz gatlasa azonban csokkentheti a metil-jazmonat altal indukalt ROF termelést (Hung és
Kao, 2007; Liu és mtsai., 2005; Orozco-Cardenas és mtsai., 2001). Azokban a novényekben,
melyekben gatolt a NADPH oxiddz enzim, vagy mutaci6 van az AtRBOHD, vagy az AtRBOHF
génben, jazmonsav kezelés hatasara kisebb mértékli a H>O> felhalmozodasa (Maruta és mtsai.,
2011). Ezzel ellentétben, kukoricaban a metil jazmonat altali ROF képzddésben nem az RBOH,

hanem a PAO jatszik kiemelked6 szerepet sebzés alatt (Tisi és mtsai., 2008).

46.6. A PAO-NADPH oxidaz enzimek egyiittmiikodése mas jelatviteli

utvonalakkal

A melatonin a novényekben is fontos szereppel biré multifunkcionalis jelatviteli
molekula (Back, 2021). Paradicsom oldalgyokér névekedése soran a melatonin parhuzamosan
szabalyozza a SIPAOL és az SIRBOH3 gének miikddését (Chen és mtsai., 2019).

Kriptogén altal kivaltott patogén valasz soran megfigyelték, hogy a fert6zés korai
stadiumaban a ROF forrasa a NADPH oxidaz, ami egy MAPK Kinaz kaszkadot is elindit, mely
a késébbi ROF termeléshez sziikséges és melynek soran mar a PAO a f6 ROF termeld enzim
(Yoda és mtsai., 2006).
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5. A dohany és ludfi, mint modellnovények

A kozonséges dohany (Nicotiana tabacum) kétszikii ndvény a Solanales rend, Solanaceae
csaladjaba tartozik. Fontos ipari ndvény, kozmetikai-szerek, gyogyszerek €s dohany termékek
alapanyaga (Zou és mtsai., 2021). A vilagon kb 4,2 millid6 hektaron termelnek dohanyt
(wikipédia). Széles korti felhasznalasat alatamasztja, hogy tobb ezer bejegyzett termesztett

variansa létezik (https://www.genesys-pgr.org/). Konnyen transzformalhato, in vitro

sejtkularaban jol fenntarthato és jol regeneralhatdé (Ganapathi és mtsai., 2004). Mindemellett
rokonsagot mutat szamos fontos élelmiszer névénylinkkel (paradicsom, paprika burgonya)
(Sierro és mitsai., 2014). Mindezek végett, laboratoriumi koriilmények kozott kivaldan
hasznalhato modell novényként. A kdzonséges dohany 2 faj hibridizacidjaként keletkezett kb.
200.000 évvel ezelstt. Osei a Nicotiana sylvestris (2n=24,) és Nicotiana tomentosiformis
(2n=24,). A Dohany allotetraploid (2n=4x=48), genom mérete 4,5 gigabazispar, mely rengeteg
ismétlodést tartalmaz (Edwards és mtsai., 2017).

A teljes genom szekvencia tobb dohany valtozat esetén is elérhetd, a Solgenomics szabadon
hozzaférhet6 adatbazisaban (https://solgenomics.net/) N. tabacum TN90. tabacum BX és N.
tabacum K326).

A kozonséges ludfii (Arabidopsis thaliana) a Brassicales rend Brassicaceae csaladjaba tartozo
kétszikii ndvény. Egyéves novény, 20-25 cm magasra nd. Rovid élet ciklusu, hosszl nappalos,
novény. A 1adfii a molekularis ndvénybioldgiai kutatasok egyik legismertebb és leginkabb
hasznalt modellnvénye, hiszen 2000-ben els6ként ennek a ndvénynek szekvendltdk meg
sikeresen a teljes genetikai dllomanyat. Mara mar a hagyomanyos 0kotipus vonalak mellett,
mint a Columbia (Col) és a Landsberg erecta (Ler) vonalak, szdmos egyszeres €s tobbszoros
mutans vonal hozzaférheté kutatasi célbol (Koornneef és Meinke, 2010; Meinke és mtsai.,
2012).

6. Protoplasztok, mint modellrendszer

Az allati és novényi sejt kozott az egyik legjelentdsebb eltérés a sejtfal megléte. A
névényi sejtfal a plazma-membrant burkolo kiilsé védelmi réteg, mely strukturalis tamaszt ad
a sejtnek, és meghatdrozhatja annak alakjat. Az elsédleges sejtfal felépitése 1-4 B D-gliikoz
polimer vdz, melyhez hemicellul6z (egyéb cukrokbol tigymint gliikkoz, xiloz, galaktdz, fruktoz

¢s manndéz monomerekbdl felépiild poliszacharidok) kapcsolédhat. A galakturonsavat
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tartalmazd pektin szintén része az elsddleges sejtfalnak. Mindemelett, szdmos strukturalis
fehérje is részét képezi (Cosgrove, 2005; Wolf, 2022). Cockink dolgozta ki 1960-ban az elsé
enzimatikus uton toérténdé ndvényi protoplaszt izolalasi modszert (Cocking, 1960). A névényi
protoplasztok 1étrehozasa jellemzéen a sejtfal enzimek éltali elemésztésével torténik. Altalaban
levél és gyokér szoveteket, valamint kallusz, vagy sejtkultirakat alkalmaznak erre a célra. Az
izolalashoz leggyakrabban hasznalt enzimek a cellulaz és a macerozim (Fowke és mtsai., 1983,;
Pasternak és mtsai., 2021; Sangra és mtsai., 2019; Takebe és mtsai., 1968; Y00 és mtsai., 2007).
A Cellulaz Onozuka R-10, példaul egy a Trichoderma viride- b4l izolalt tobb funkcids enzim.
Cellulaz aktivitasa révén az 1,4-f-D-gliikkozidos kotéseket képes hidrolizalni, az a-amilaz
aktivitasa az 1,4-a-D gliikozidos kotések megbontédsaért felel, mig a pektinaz aktivitds az a-1,4
kotéssel egymdshoz kapcsolodd, D-galakturonsav monomerek kotéseit bontja fel. A
hemicelluloz aktivitas, mint pl.: xilandz a xilan cukrokat bontja ki a sejtfalbol. A macerozim
pedig erésebb hemicellulaz és pektinaz aktivitassal rendelkezik, ezért altalaban kombinaltan
hasznaljak 6ket (Beldman és mtsai., 1985; Takebe és mtsai., 1968). Fontos megemliteni, hogy
az izolaladshoz hasznélt mddszer és a kiinduldsi ndvényi anyaga hatdssal van a protoplaszt
mennyiségére €¢s mindségére. A sejtszdm, az életképeség, a sejtosztddas, illetve a regeneracios
képeség a szdveti eredettol, az életkortol, a fajtdl és az okitipustdl is fligg (Fehér és mtsai., 2003;
Masani és mtsai., 2013; Papadakis és Roubelakis-Angelakis, 1999; Reed és Bargmann, 2021) .
A létrehozott protoplasztok mennyiségét és életképeségét szintén befolyasolja az enzimatikus
emésztés folyamata. Megfeleld ozmotikus kornyezet, emésztd enzim koncentracio, valamint
tapanyagok ¢s hormonok jelenléte sziikséges. Ezeket a faktorokat gyakran fajonként és a
kisérleti cél szerint is optimalizalni kell (Cocking, 1960; Jeong és mtsai., 2021; Reed és
Bargmann, 2021; Ruesink, 1978; Uchimiya ¢s Murashige, 1974). Nicotiana sp. ndvény esetén
példaul az izolalt protoplasztok életképeségének optimuma 1% cellulaz , 0,2-0,4% macerozim,
0,4-0,6 M mannitol, vagy szacharoz alkalmazasaval érhet6 el (Nagy és Maliga, 1976; Takebe
és mtsai., 1968; Uchimiya és Murashige, 1974; Yamada és mtsai., 1972). A protoplasztok
fenntartasahoz és osztodasuk biztositasahoz szintén megfelelé ozmotikus kozeg, tapanyagok
valamint hormon utdnpoétlas sziikséges. A protoplaszt sejtkultirak hormonként auxint és
citokinint, energia forrasként pedig leggyakrabban gliikozt/szachar6zt tartalmaznak (Caboche,
1980; Jeong és mtsai., 2021; Pasternak és mtsa., 2000; Yau és mtsai., 2011). A sejtkultarak
fenntartasa altalaban steril koriilmények kozott torténik, de ez nem feltétlen sziikséges (Y00 és
mtsai., 2007).

A kutatasok soran rendszerint mezofillum eredetli protoplasztokat hasznalnak, ezek a

sejtek nagyobbak mint a gyokér, vagy hipokotil eredetli protoplasztok és kiilonboznek abban
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IS, hogy nagy mennyiségben tartalmaznak klorofillt plasztiszaikban (Xu és mtsai., 2021). A
protoplasztok funkcionalis vizsgalatat szamos technika teszi lehetdvé. Fluoreszcens probakkal
lehtéség van a sejtfalképzodés, az életképesség, a Ca?", illetve a ROF szintek valtozasainak
nyomon kovetésére. Mindemellett, az egyediilallo sejtek alkalmasak lehetnek kiillonbozo
ioncsatorna aramok vizsgalatara, valamint funkcionalis, genomikai és proteomikai analizisekre
is (Gilliard és mtsai., 2021). A protoplasztokbol transzformansok is 1étrehozhatoak genetikai
modositasok végrehajtasa altal. A makromolekuldk sejtbe juttatdsara kidolgozott modszerek
kozott szerepel példaul az RNS vagy DNS protoplasztba juttatasa PEG-kalcium vagy
elektroporacio altal indukalt transzformacioval (Y00 és mtsai., 2007). Mindemellett Cas9 és
gRNS kapcsolodasabol 1étrehozhatd ribonukleoprotein  komplexek is bejuttathattok a
protoplaszt sejtekbe a membranon keresztiil (Yue és mtsai., 2021). A protoplaszt sejtek vagy
azok transzformansai felhasznalhatoak jelatviteli folyamatok, valamint membrantranszport
folyamatok vizsgalatara is (Hamilton és mtsai., 2000; Moran és mtsai., 1984; Schroeder és
mtsai., 1984).
A protoplasztok biotechnoldgiai jelentdséggel is birnak, hiszen kiilonleges regeneracios
képességekkel rendelkeznek. Az izolalt protoplaszt totipotens, igy megfelelé koriilmények
kozott képes regeneralni sejtfalat, majd akar az egész novényt is (Chupeau és mtsai., 2013).
Azonban akadnak olyan fajok, amelyek nem képesek erre, ilyenek egyes gabonafélék
(Papadakis és Roubelakis-Angelakis, 2002). A regeneraciot szamos transzkripcios faktor és
stressz valasz gén befolyasolja. A folyamat soran kiilonb6z6, a kromatin szerkezetet
befolyasold gén aktivalodik és epigenetikai valtozasok is lezajlanak (Chupeau és mtsai., 2013;
Reed és Bargmann, 2021; Xu és mtsai., 2021).

Osszegezve, bar a protoplasztok szamos in Vitro vizsgalatra adnak lehetdséget és a
novényregenerdlds alapjaul is szolgdlhatnak, eldallitaisuk ¢és fenntartdsuk Specialis
koriilményeket igényel. Mindemellett, az izolalds folyamata oxidativ stresszt okoz, melynek

mértéke hatassal lehet a kultara fenntartasara (Gilliard és mtsai., 2021).

6.1. A ROF és a poliaminok szerepe a protoplaszt tenyészetekben.

A protoplaszt izolalast kdvetéen Un. oxidativ robbanas torténik, melyben a NADPH oxidaz
aktivan részt vesz (Pasternak és mtsai., 2005; Tewari és mtsai., 2012). Dohany protoplasztok
regeneracios képessége Osszefiiggésben all a sejtek antioxidans kapacitasaval (Papadakis és

mtsai., 2001). A NADPH oxidaz miikkodése soran keletkezett ROF okozhat programozott
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sejthalalt (Tewari és mtsai., 2012), de a sejtek osztodasanak indukalasaval elindithatja a
regeneracios folyamatokat is (Pasternak és mtsai., 2005, 2007).

A poliaminok képesek befolyasolni a protoplasztok ROF szintjét. Vadkaposzta (Brassica
oleracea) névényben a Put és Spd kezelés csokkentette az oxidativ stressz mértékét és igy
elésegitette a sejtosztodast és a regeneralodast (Kietkowska és Adamus, 2021). A Put NADPH
oxidaz gatlasan keresztiili oxidativ stresszt mérsékld hatasat dohanyban is leirtak (Papadakis és
Roubelakis-Angelakis, 2005). Ezzel ellentétben cukorrépaban a Spm bizonyult hatékonynak,
bar ennél a ndvénynél a protoplasztok izolaldsa és fenntartdsa soran a NADPH oxidéaz szerepe
nem ismert (Majewska-Sawka ¢s mtsai.,, 1997). Bab protoplasztban a Put és Spd szint
sejtosztodas eldtti megemelkedését irtak le, mig az izolalds utan, osztddas helyett korai
szeneszcenciat mutatd zab protoplasztokban csokkent ugyanezeknek a poliaminoknak a szintje.
A PA-ok jelentéségét ezekben a folyamatokban alatamasztja, hogy a bioszintézisiik gatlasa
negativan befolyasolja a protoplasztok osztodasi képeségét (Sawhney és mtsai., 1985).
Ugyanakkor a kiils6 PA kezelés tobbnyire segiti az osztodasi folyamatokat (Papadakis ¢€s
Roubelakis-Angelakis, 2005; Kietkowska és Adamus, 2021). Bar a poliaminok hatasa ezekben
a folyamatokban kozvetett, kapcsolatba hozhato a ROF semlegesitésével. Ezért érdekes lehet
lebontasuk tanulmanyozasa is, hiszen ott ROF képzddik. A PAO aktivitasanak ndvekedését mar
kimutattak Arabidopsis (Fincato és mtsai., 2011), arpa (Cervelli és mtsai., 2001), zab (Kaur-
Sawhney és mtsai., 1981), dohany és sz6l6 (Papadakis és Roubelakis-Angelakis, 2005)
protoplaszt kulturdkban izoldlaskor, vagy a kultira fenntartdsa sordn. Azonban szerepiik,

esetleges kolcsonhatasaik pl. a NADPH oxidaz enzimmel a folyamat soran még nem tisztazott.
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7. Célkitiuzések

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

is jelentés dohany novény (Nicotiana tabacum cv. Wisconsin 38) poliamin oxidaz izoenzimeket

kodolo géneket, és funkcionalisan jellemezni Oket.

Ennek soran a kovetkezd célokat tliztem ki:

A dohanyban taldlhatd6 PAO gének azonositasa, szekvenciaanalizise €és filogenetikai
kapcsolatainak felderitése mas fajok, nevezetesen ludfii, paradicsom, rizs és kukorica
PAO génekkel

A dohényban talalhato PAO gének szervspecifikus kifejezddésének vizsgalata
Kiilonbozd abiotikus stressz €s hormonkezelések hatdsanak vizsgdlata a dohényban
talalhatdo PAO gének kifejezddési mintazatara

Dohany PAO gének szerepének vizsgalata protoplaszt kultardk létrehozéasa és
fenntartisa sordn

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

A PAO ¢és NADPH oxidaz kolcsonhatasanak vizsgalata dohanyban, a levél
protoplasztok izolalasa és fenntartasa soran. A két enzim altali ROF felszabadulas
hatdsanak vizsgalata a protoplasztok életképességére.

A PAO és NADPH oxidaz egyiittmtikodésének vizsgalata Arabidopsisban. A PAO5, az
RBOHD és RBOHF kolcsonhatasanak tanulmanyozasa az oldalgyokérprimordiumok

hajtasmerisztémava torténd atalakuldsa soran.
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8. Anyagok és modszerek

8.1. Novénynevelési paraméterek

Kisérleteinkhez Nicotiana tabacum cv. Wisconsin 38 vad tipusu, valamint AS-
NtRBOHD transzgénikus (Ji és Park, 2011). illetve Arabiopsis thaliana Columbia-0 (Col-0)
okotipusu, vad tipust és Col-0 hatterii pao2-2, pao3, pao4, pao5-2, rbohd és rbohf mutans
novényeket hasznaltunk. Az Arabidopsis mutans vonalakat a NASC magkozpontbol
(https://arabidopsis.info/BasicForm) szereztink be (rbohd (SALK 120299C); rbohf
(SALK 034674C) pao2-2  (SALK _046281C); pao3  (SALK 121288C); pao4
(SALK_133599C); pao5-2 (SALK _053110C)). Csiraztatas el6tt a magokat mindkét faj

esetében sterileztiik. Ehhez elészor 70% etil-alkoholban 1 percig, majd 4%- os domestosban

(natrium-hipoklorit) 10 percig aztattuk, majd 5 alkalommal steril vizzel mostuk a magokat. A
szilard steril taptalajra valo helyezés el6tt a sterilizalt magokat 24 6ran at 4C°-on tartottuk. A
csiraztatashoz hasznalt taptalaj Osszetev6i: 1/2 MS+ Gambourg B5 vitaminok (Duchefa
Biochemie B.V., Haarlem, The Netherlands,) 1% szachar6z (Molar Chemicals Hungary) 0,6%
plant agar (Duchefa Biochemie). A taptalaj pH-ja 5,7-5,8 volt, melynek beallitasa 1M KOH
segitségével valosult meg. A csiraztatas novényneveld kamrakban (Fitoclima S 600 PLH,
Aralab, Portugal) tortént, melynek paraméterei a kovetkezOk voltak: 22°C, 50% relativ
paratartalom. A kisérleti elrendezéstdl fiiggden a fényperiodus 16 vagy 8 ora fény szakasz és
ennek megfeleléen 8 vagy 16 ora sotét szakasz volt. A PAO gének szervspecifikus
kifejezOdésének vizsgalatdhoz a dohany novényeket nem steril taptalajon, hanem

talajkultiraban, cserepekben neveltiik, tiveghdzi koriilmények kozott (1d. késobb).

8.1.1. Dohany novénvyek kezelése, mintavétel

8.1.1.1. Abiotikus stressz kezelések:

A sostressz laboratoriumi modellezéséhez, a 16/8 fény peridduson, steril koriilmények kdzott
nevelt, 2 hetes dohany novényeket kezeltiik a taptalajhoz adott 150 mM NaCl (Molar
chemicals) alkalmazasaval, 6 napon keresztiil A sdkoncentraciot Moschou €s munkatarsai
dohannyal végzett kisérletei alapjan valasztottuk (Moschou és mtsi., 2008b). A hémérsékleti
stressz vizsgalatahoz 2 hetes novényeket hasznaltunk. A magas hdmérsékleti stressz kivaltasa

42C° -on, fényen tortént, 5 oran keresztiil. Az alacsony homérsékleti stressz kivaltasahoz 8/16

31


https://arabidopsis.info/BasicForm

oras fény és sotét perioduson (rovid nappal) nevelt novényeket hasznaltunk, a hideg kezelést
pedig a sotét periddus alatt végeztiik el, 4°C.- on. A sebzési valaszt 4 hetes dohany novény fiatal
levelein vizsgaltuk, a sebzést kovetd harmadik 6raban (Moschou ¢és mtsi., 2008d). Az egyes
stressz kezelések utdn mintat vettiink mind a kontroll, mind pedig a kezelt novények levelébdl.

A mintékat felhasznalasukig -80°C-on taroltuk.

8.1.1.2.  Invitro hormon és H20O2 kezelések:

Ezekhez a kezelésekhez steril ivegben (Id.: protoplaszt névénynevelés), révid nappalon
(8/16 oras fény/sotét periddus) nevelt négyhetes dohany novények fiatal leveleit hasznaltuk. A
kiilonb6z6 hormon és hidrogén-peroxid torzsoldatokat 50 mM foszfat pufferben (pH 6,5)
higitottuk a megfeleld koncentraciora. 9 cm-es liveg Petri csészékben 3 oran keresztiil kezeltiik
a leveleket ugyanazon a fényen, amelyen néttek. A 3 o6ras inkubaciot rovid 5 perces vakuum
kezelés elozte meg. A kezelés soran alkalmazott koncentraciok a kovetkezok voltak: 5 mM
H202 (AnalaR, NORMAPUR) (Demiralay és mtsi., 2022; Hafez és mtsi., 2012); 10 uM indole-
3-ecetsav (IES) (Duchefa Biochemie); 100 uM abszcizinsav (ABS) ( Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, United States); 10 uM Kkinetin (Sigma-Aldrich) 10 uM; gibberellinsav: (GAz)
(Sigma-Aldrich). A hormon kezelésekhez az alkalmazott koncentraciokat és id6
intervallumokat korabbi Arabidopsison és dohanyon végzet kisérletek alapjan valasztottuk
meg: IES és kinetin (Yariuchi és mtsi., 2021) ABS (Jiu és mtsi., 2016) GAz (Zhou és mtsi.,
2014). A kezelések utan a leveleket folyékony N> segitségével lefagyasztottuk és

felhasznalasukig a mintakat -80°C-on taroltuk.

8.1.1.3. Mintavétel a PAQO gének szerv specifikus kifejezédésének

vizsgalatahoz

Ehhez az iiveghazban 23°C-os standard hémérsékleten, hosszi nappalon (16/8 oras
fény/sotét peridduson) cserepekben, talajkultiraban nevelt, rendszeresen 6nt6zott 14 hetes
virdgzo novényeket hasznaltunk. A vizsgalatokhoz mintéat gytijtottiink a ndvények felsd fiatal
levelébdl, szarabol, gyokerébdl és viragabdl €s folyékony N2 segitségével lefagyasztottuk dket,

majd felhasznalasukig -80°C-on taroltuk.
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8.1.2. Ludfii novények kezelése, mintavétel

8.1.2.1. Génexpresszios vizsgalatok csiranovényekbol

Ehhez steril taptalajon, ndvényneveld kamraban hosszl nappalos koriilmények kozott
nevelt 7 napos csirandvényeket hasznaltunk, melyeket a mintavétel utan folyékony N2

segitségével lefagyasztottunk, majd felhasznalasukig -80°C-on taroltuk.

8.1.2.2. In vitro regeneracios rendszerek létrehozasa, mintavétel

A direkt organogenezis vizsgalatdhoz Kaszler és munkatarsai (2021) altal kidolgozott
rendszert hasznaltuk. A sterilizalt magokat négyzet alaka Petri-csészéken csiraztattuk, steril
taptalajon, melynek Osszetétele a kovetkez6 volt: 1% D(+)-szacharoz (Molar Chemicals KFT,
Halasztelek, Magyarorszag), 0,6 % agardz (Electran, DNA pure grade for electrophoresis;
VWR International LLC, Radnor, Pensylvania, Egyesiilt Allamok), 1,25 uM 2,3,5-trijod-
benzoesav (TIBA) (Fluka Chemie GmbH, Buchs, Svajc) és 0,5 g/l 2-(N-Morpholino)-etan-
szulfonsav (MES) monohidrat (Duchefa Biochemie B. V., Harleem, Hollandia), Gamborg B5
vitaminokkal kiegészitett MS (Murashige & Skoog Medium including B5 vitamins, Duchefa
Biochemie) (pH=5,8). A csiranovényeket 8/16 ora fény/sotét periodus mellett 21 °C
hémérsékletii ndvényneveld kamraban neveltiik 6 napig. A fényintenzitds 50 umol m2 s volt,
melyet Sylvania Luxline Plus (Felio Sylvania Europe Limited, London, Egyesiilt Kiralysag)
fénycsovek biztositottak. Ezutan annak érdekében, hogy az oldalgyokér primordiumok
megjelenjenek a csirandvényeket naftilecetsavval (NES; 3,3 uM) (Duchefa Biochemie)
kezeltiik 43 oran keresztiil. Ezt kdvetéen annak érdekében, hogy a kompetens oldalgyokér
primordiumokbol hajtasmerisztéma alakuljon ki, citokinin tartalmu taptalajra (MS Medium B5
vitaminok, 0,5 g/l MES monohidrat, 2% D (+)-gliikoz (Molar Chemicals), 0,6% agaroz,
izopentenil adenin (IP) 8,16 uM (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Egyesiilt Allamok)
(pH=5,8)) helyeztiik a csirandovényeket. A T-Spm kezelést 100 uM koncentracioban a
taptalajhoz adva végeztiik. Mintat négy idépontban vettiink: 24 o6ra (mitdtikus osztddasi
szlinet), 48 ora (szervkezdemények megjelenése), 72 ora (korai promerisztéma kialakulasa) és
96 ora (késoi promerisztéma kialakuldsa). A mintakat -80 °C-on taroltuk a génexpresszids

vizsgalatok elvégzéséig.
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8.2. Protoplasztok izolalasa, fenntartasa és kezelése dohany novények

levelébol

A protoplasztok izolalasa Yau és munkatarsai altal kidolgozott modszer segitségével tortént,
steril koriilmények kozott. 4 hetes, livegben, steril 1/2MS taptalajon nevelt vad tipust
(Nicotiana tabacum cv. Wisconsin 38) (Yau és mtsai., 2011) és mutans (AS-NtRbohD)
novények leveleit hasznaltuk fel protoplaszt izolalasra.

Els6 1épésben a korabban leirt modon sterilezett magokat steril sziir6vel ellatott 10 cm atméréji
15 cm magas livegekbe tettiik. A taptalaj 6sszetevoi: 1/2 MS+ Gamborg B5 vitaminok (Duchefa
Biochemie B.V., Haarlem, The Netherlands,) 1% szachar6z (Molar chemicals Hungary) 0,6%
plant agar (Duchefa Biochemie). 4 hetes novényeket hasznaltunk, melyek egészséges szép
leveleit aprora vagtuk és emészt6 oldatba helyeztiik 1 éjszakara (16 ora) sotétbe, 22 C°-0s
homérsékleten. Az emészt6 oldat osszetétele: 1% cellulaz - Onozuka RS; 0,3% Macerozim R-
10; K3A . A K3A oldat osszetétele: 1/2x MS+ Gamborg B5 (Duchefa Biochemie), 3,13 mM
CaCl,-2H20 (Duchefa Biochemie), 1,67 mM xil6éz (Duchefa Biochemie), 300 mM szachardz
(Molar chemicals), 400 mM D-mannitol. Emésztés utan a protoplasztokat és tormeléket
tartalmazé oldatot steril fém sziirdn (100um) atsziirtiik €s 6vatosan 1j csovekbe pipettaztuk.
Centrifugalassal az €16 protoplasztokat elvalasztottuk (Eppendorf 5810 R) szobahémérsékleten
(150 g és 15 perc). Az usz6 protoplaszt gylirtit egy uj csében W5 oldatban (154 mM NaCl, 125
mM CaCl,-2H20, 5 mM KCI, 5 mM gliik6z) felvettiik és Gjra centrifugaltuk (150g 10 perc).
Ezutdn a mosd Iépést ismételtilk, majd a leiilt protoplasztokat 6vatosan K3AS hormont
tartalmazo6 oldatba vettiik fel, ugy, hogy a sejtek szama kb 1x10° legyen milliliteréként (ehhez
Biirker kamras sejtszam becslést alkalmaztunk). A K3AS oldat dsszetétele: 1/2x MS+
Gamborg B5 (Duchefa Biochemie), 3,13 mM CaCl2-2H,O (Duchefa Biochemie), 1,67 mM
xiloz (Duchefa Biochemie), 400 mM szacharéz (Molar chemicals), 5,38 mM naftilecetsav
(NES) (Sigma-Aldrich), 888 nM benziladenin (BA)(Duchefa Biochemie), és 452 nM 2,4-
diklorfenoxiecetsav(2,4-D) (Sigma-Aldrich). Az izolalt protoplasztokat 8 ora megvilagitas
mellett, 22C° -0s hdmérsékleten taroltuk.

Az alkalmazott kezelések kivitelezéséhez a dohany protoplasztokat 24x 2ml térfogata
mianyag steril lemezen tartottuk, 23 °C —on, 8 o6ra megvilagitas mellett. A NADPH oxidaz
gatlasara 2uM difenilén-jodoniumot (DPI) (Sigma-Aldrich), mig a PAO enzim gatlasara 10uM
Guazatint (Guaz) (Sigma-Aldrich) adtunk a protoplasztokhoz. Mintavételhez W5 oldatban
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letilepitettiik a sejteket és cseppfolyds nitrogénben fagyasztottuk Oket. A mintdkat
felhasznalasukig -80 °C-on taroltuk.

8.3._ROF és életképeség meghatarozasa fluoreszcens mikroszkop

segitségével

A protoplasztok életképességének, valamint a ROF szintek valtozésanak vizsgalatdhoz
arra alkalmas fluoreszcens festékeket hasznaltunk. Az életképeség meghatarozasa 10 uM
fluoreszcein-diacetattal FDA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) mig a ROF szintek detektalasa
10 uM 2,7-diklorofluoreszcein-diacetattal (H2DC-FDA, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)
valosult meg. Korabban kimutattak, hogy ezek a festékek alkalmasak paradicsom protoplasztok
esetén a ROF ¢és ¢letképesség detektalasara (Horvath, 2009). A festékeket 5 mM torzsoldatbol
higitottuk W5 (6sszetétel Id. protoplaszt izolalas) mosé oldatban 10 uM végkoncentraciora. A
protoplasztokat 15 percen keresztiil festettilk 25 °C-on. Ezutan a W5 oldatban leiilepedett
protoplasztokrol kétszer cseréltik a mosé oldatot. Majd mikroszkopos vizsgalatainkhoz
targylemezre helyeztilk Oket. Az igy elOkészitett mintdkat Zeiss Axiovert 200M tipusa
fluoreszcens mikroszkop alatt vizsgaltuk. A felvételek készitésénél huszszoros objektivet
alkalmaztunk. A mintak gerjesztése 450-490 nm-en, az emisszio pedig 515-565 nm-nél tortént.
Az expozicids id6 mindig azonos volt, 103 ms. A mintakrol fotot készitettiink a mikroszkopra
szerelt nagy felbontasu digitalis kamera segitségével (Axiocam HR, HQ CCD kamera,
1300x1030 dpi, Carl Zeiss, Jéna, Németorszag). Axiovision Rel. 4.8 szoftver haszndlataval, a

protoplasztok pixel-intenzitasat hataroztunk meg.

8.4. Sztere6 mikroszképos vizsgalatok

Arabidopsis novények esetén, a direkt hajtdsmerisztéma kialakulds hatékonysdganak
vizsgalatdhoz sztered mikroszkopot hasznaltunk (Olympus SZX12 sztere6 mikroszkop)
(Olympus Corporation, Sindzsuku, Toki6, Japan), fehér LED fényforrassal (Photonic Optics,
Bécs, Ausztria). Vizsgalatainkhoz tizszeres nagyitast alkalmaztunk, a mintakrél pedig Cannon

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

8.5. Szekvencia in silico elemzések és primer tervezés
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Molekularis vizsgalatainkhoz az irodalom alapjan dohany ndvényben stabilnak
tekinthet6 referencia géneket valasztottunk és teszteltiink. Ezek a kovetkezok voltak: Nicotiana
tabacum 97-like (NtActin-97-like; LOC107804820) (Manara és mtsai 2020), valamint
Nicotiana tabacum 60S riboszomalis protein (L25A) kodolo gén (L18908) (Baek és mtsai
2017). A Dohany PAO gének keresését az Arabidopsis PAO szekvenciai alapjan végeztiik el,

mely utobbiak az Arabidopsis Information Resource (TAIR) (http://www.arabidopsis.org/)

adatbazisban talalhatok meg (4. fliggelék). Az Arabidopsis szekvenciak mintajara a dohany
genomban végzett BLAST analizis (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov) eredményeként kapott

feltételezett PAO szekvencidkkal dolgoztunk tovabb. A megfeleld, génenként egyedi primer
/inditészekvencia par tervezéshez az NCBI primer design toolt hasznaltuk

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov) (Ye és mtsai., 2012). A tervezést a PRINA319578 dohany

szekvenalas alapjan felalitott adatbazisban hajtottuk végre (Sierro és mtsai., 2014).
Mindemellett, NT90 Edwards jabb, de mas 6kotipusban végzett szekvenalasi adatbazisban is
megkerestiik a megfeleld dohany PAO géneket, melyeket a 8. fliggelék foglal dssze. A dohany
¢és Arabidopsis kisérletekhez hasznalt primerek szekvenciai a 9-10. fliggelék-ben talalhatoak.

Az aminosav ¢és nukleinsav szekvenciak illesztése és filogenetikai modellezése a MEGA11

szoftver (https://www.megasoftware.net/) segitségével tortént. A ClustalW illeszt6 algoritmus

alapjan illesztett a PAO fehérje szekvenciakbol a Neighbor-Joining filogenetikali
rekonstrukciohoz a JTT matrix-alapu modellt alkalmaztuk. A kladok tamogatottsagat nem
paraméteres bootstrap modszerrel becsiiltiik meg, 1000 ismétlést végezve (Tamura és mtsai.,
2021).

PAO kromoszoma lokalizacio meghatarozasa és gén szerkezet vizsgalatahoz a Solgenomics
adatbazisabol letoltott

(https://solgenomics.net/ftp/genomes/Nicotiana tabacum/edwards et al 2017/assembly/)

dohany genom szekvencia formatumbol a TBtools segitségével készitettlink kromoszdéma
térképet, valamint intron-exon felosztasos gén szerkezeti abrat (https://github.com/CJ-
Chen/TBtools) ( Chen és mtsai., 2020).

Promoter analizishez a PAO gén start kodon eldtti 1800 bazispart vizsgaltuk, stressz

kapcsolt vagy hormon jelatvitelhez kothet6 DNS koté motivumok utdn kutatva. A
szekvenciakat a PlantCare adatbazis segitségével vizsgaltuk at

(http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html), majd az eredmények vizualis

megjelenitéséhez a TBtools eszkozt hasznaltuk (https://github.com/CJ-Chen/TBtools) (Chen és
mtsai., 2020).
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A dohany és Arabidopsis PAO fehérjék konzervalt motivumainak 6sszehasonlitasat a
MEME_motif  based  sequence  analysis  tool  segitségével — végeztik el
(http://meme.sdsc.edu/meme4_6_1/ cgi-bin/meme.cgi)(Bailey és mtsai., 2015). Az igy kapott
eredményeket szintén a TBtools segitségével abrazoltuk (Chen és mtsai., 2020).

Az NtPAO-k sejten beliili esetleges lokalizaciojat a fehérje szekvencia alapjan a WoLF
PSORT (Horton és mtsai., 2007) (https://wolfpsort.hgc.jp/ ) online elérhetd keresd
adatbazisanak segitségével vizsgaltuk (5.fliggelék).

Az illesztések abrazolasat és jelolését a Genedoc (version 2.7) program felhasznalasaval
végeztiik el (6-7.fuggelék).

A specificitast determinald helyek (SDP: specificity-determining site) elemzése a JDet
Software-rel (Muth és mtsai. 2012) késziilt, amely az alabbi helyr6l toltheté le:
http://csbg.cnb.csic.es/JDet/

8.6. RNS izolalas és valos ideju kvantitativ PCR (Génkifejezodés
vizsgalata)

Az RNS kivonashoz eldzetesen lefagyasztott mintainkat elsd 1épésben eldorzsoltiik folyékony
nitrogénben. Az RNS kivonas Quick-RNA Miniprep Kit (Zymo Research, Irvine, CA, USA)
segitségével valosult meg, folyamata a gyarto szerint javasolt 1épéseket kovette. A kivonas utan
a mennyiségi RNS meghatarozas fotométerrel tortént (NanoDrop™2000/2000¢) (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).

Ezt kovetden a cDNS szintézis¢hez 600ng RNS-t hasznaltunk templatként. A cDNS konyvtar
eléallitasa a RevertAidFirst Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific)
segitségével, a gyartd altal javasolt protokoll szerint tortént. Valamennyi minta ¢cDNS-ét a
(QRT)-PCR reakcio elétt tizszeresére higitottuk. A valds idejii kvantitativ PCR reakciok
CFX384 Touch Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA,
USA) késziilék segitségével valosultak meg. A RT-qPCR reakciokat 384-féréhelyes lemezen
mértiik Ossze Hard-Shell®384-well plates (thin-wall, skirted, white; Bio-Rad, Cat. no:
HSP3805). A reakcio komponensek 1 mintara vonatkozatva a kdvetkezok voltak: 1ul. cDNS,
0.21 pL forward ¢és reverse primer 3.5 pLL Maxima SYBR Green/ROX qPCR MasterMix
(Thermo Fisher Scientific), a végtérfogat 7 pL volt. Reakcio els6 1épése 15 perces aktivalas

95°C on amit a PCR ciklus kdvet, melyenek paraméterei: 10mp 95°C és 1 perc 60°C 40 cikluson
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keresztiil. Templatonként és primerenként harom technikai ismétlést alkalmaztunk, ami mellett
az ugynevezett ,,non template control”-t (NTC) is hasznaltuk negativ kontrollként.

Az adatok kiértékelése a Bio-Rad CFX Maestro (Bio-Rad) software és Microsoft Excel 2016
programok segitségével torténtek. A relative mRNS szinteket a (2)-AACt moddszerrel

allapitottuk meg. A primerek szekvencidit a 9-10. fiiggelék tartalmazza.

8.7. Statisztika és abrakészitéshez felhasznalt szoftverek.

Az adatok tarolasat és rendezését MS excel 2016 program segitségével hajtottuk végre.
A statisztikai kiértékelést SigmaPlot v.12.0 szoftver segitségével végeztiik. A varianciaanalizis
elvégzése utana a kontrolltdl vald szignifikans eltérést Duncan-féle teszttel allapitottuk meg.
Az azonos betiivel nem jelolt atlagok szignifikdnsan kiillonboznek egymastol P<0.05 szinten.
Mas esetekben a szignifikans kiillonbség megallapitasara Student-féle t-tesztet hasznaltunk, P<
0.05 (*), 0.01 (**), vagy 0.001 (***) valdszinliségi szinteken. A feltiintetett adatok harom

fliggetlen biologiai ismétlés atlag - €s szorasértékeit tartalmazzak.
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9. Eredmények

9.1. Dohany PAO gének azonositasa és szekvencia analizise

Tizennégy PAO génszekvenciat azonositottunk a dohany genomban. Az Interproscan
(https://www.ebi.ac.uk/interpro/search/sequence/) és az NCBI Search for Conserved Domains
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi) adatbazisban valé domén kereséssel
erositettik meg a kivalasztott PAO szekvencidkat. A keresés soran a kivalasztott fehérje
szekvenciakon az amin oxidazok FAD ko&té és az amin oxidaz domén jelenlétet ellendriztiik,
melyek a PAO-okra jellemz6 konzervalt szerkezeti elemek (Sebela és mtsai., 2001; Tavladoraki
€s mtsai., 1998). A szekvencia alapjan azonositott dohany PAO géneket az Arabidopsis PAO-
kal mutatott szekvencia hasonlosag alapjan (2. fluggelék) neveztik el: NtPAOL(A-B),
NtPAO2(A-C), NtPAO4(A-D) és NtPAO5(A-E). A kivalasztott PAO-t kodold nukleinsavrol
MRNS szekvencidkra tervezett primerekkel késobb RT-qPCR analiziseket végeztiink. A
dohany PAO gének RNS ¢és fehérjék adatait a 8. fiiggelék tablazata foglalja ossze.

9.1.1. Dohany NtPAO gének szerkezete és filogenetikai kapcsolata

A 14 dohany PAO gén kromoszoéma térképezése nem teljes, mert az elérheté genom
szekvencia Osszerendezése még csupan 64%-0s (Edwards és mtsai., 2017). Hat NtPAO
kromoszoma lokalizaciojat tudtuk megvizsgalni (3. fiiggelék). Az NtPAO2B a 2. az NtPAO4C
a 3. az NtPAOSE a 13. az NtPAO4A a 14. az NtPAO4D a 17., az NtPAO1A pedig a 19.
kromoszéman helyezkedik el (3. fiiggelék). A PAO gének szerkezetét, osztalyozasat és
funkcionalis vizsgalatait mar szamos névényfajban elvégezték. Ludfiiben 5 (AtPAOL-5),
narancsban 6 (CsPAO1-6) paradicsomban, rizsben és kamillaban 7 (SIPAO1-7; OsPAO1-7;
CsPAO1-7), kukoricaban pedig 9 (ZmPAO1-9) PAO izoenzimet kddold gént azonositottak
(Hao és mtsi., 2018; Li és mtsi., 2020; Sagor és mtsi., 2021; Takahashi és mtsi., 2010; Wang és
Liu, 2015; Xi és mtsi.,, 2022). Filogenetikai analizis szerint ndvényekben 5 PAO klad
kiilonitheto el: I, 11, I1I, IV és V (Bordenave és mtsai., 2019). A dohany PAO gének evolucios
kapcsolatanak vizsgalatdhoz és klddokba soroldsdhoz filogenetikai fat készitettiink ismert PAO
szekvenciak alapjan néhany fontos fajbol. A rokonsagi fa elkészitéséhez Neighbor-Joining
filogenetikai rekonstrukciés modellt alkalmaztuk Arabidopsis, dohany, rizs, kukorica és

paradicsom fajokon (1. fiiggelék). Az dsszehasonlitast elkészitettiik csak az Arabidopsis és a
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dohany névények kozott is, mely esetben MEME web szerver segitségével konzervalt motivum
analizist IS végeztiink (5. abra). Kilenc olyan motivum talalhatd, melyek eltéréen vannak jelen
az egyes NtPAO-k fehérje szekvenciaiban. Az 1,2,3,6,8-as motivum minden NtPAO-ban
megtalalhato, a 9-es csak a NtPAO5B-bdl hianyzik, ugyanakkor a 4,5,7-es szam motivum az
NtPAO1A, NtPAO1B NtPAO2A, NtPAO2C, NtPAO4D, NtPAOSC és NtPAO5B-b4I hianyzik.
Mindezek alapjan az NtPAO géneket 3 kladba soroltuk be. Az I.- es kladba két dohany PAO
(NtPAOL1 A-B), egy Arabidopsis PAO (AtPAQO1) és egy paradicsom PAO (SIPAO1) tartozik. A
paradicsomhoz és a rizshez hasonloan egyetlen dohany NtPAO sem talalhato a I1-es és az V-6s
kladban (5. abra; 1. fliggelék). A Ill-as kladba 5 dohany PAO (NtPAOSA, NtPAOSB, NtPAOSC,
NtPAOS5D, NtPAOSE) egy arabidopsis PAO (AtPAQOS5) és két paradicsom PAO (SIPAOG-7) (5.
abra; 1. fiiggelék), a IV-es kladba pedig 7 dohany PAO (NtPAO2A, NtPAO2B, NtPAO2C,
NtPAO4A, NtPAO4B, NtPAO4C, NtPAO4D), harom Arabidopsis PAO (AtPAO2-4), harom
paradicsom PAO (SIPAO2-5) harom rizs PAO (OsPAO3-5) és hat kukorica PAO (ZmPAO3-4,
ZmPAO 6-9) (5. abra; 1. fliggelék) tartozik. Az egyes dohany PAO-ok adott kladba valo
tartozasat JDet szoftver (Muth és mtsai., 2012) segitségével is megerésitettiik (6. abra). A
specificitais meghatarozo poziciokban (specificity-determining positions, SPD) olyan
aminosavak talalhatoak, melyek fontos szerepet jatszanak a fehérje funkcidjaban és evoliicidsan

konzervalodottak (Chakraborty és Chakrabarti, 2013).

@ Motif 9
L 100 NtPACT A SHIB - 85— D Motif 3
i NtPAO1 B (- - 82— B Motif 6
APAOT - o 82— Motif 2
100 NtPAO2 A - - . —8- 0 Motif 1
_”|_—|: NtPACZ C - - = - Motif 8
* NtPAO2 B I — I —— —E- N SN Motif 4
{NPAOZ -0 ——&- 088 Motif 7
9 APACS  — R —— —E-OE—— E Motif 5
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NPAC4 B —— N — S —— —E- N 88—
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NPACS E — I —EI— —— - G — e ——
= NPACS A —EIREG G —@B- G —8—0—
9 NPACS 0 — RS —— - . —

5. d@bra Dohany és Arabidopsis PAO filogenetikai kapcsolata fehérje szekvencia alapjan.
(Felhasznalt szekvenciak azonositoi NtPAO 8. fiiggelék; AtPAO 4. fiiggelék). A filogenetikali
modellezés MEGAI I szoftverrel késziilt. A PAO fehérje ClustalW illesztése utan a Neighbor-
Joining filogenetikai rekonstrukcio a JTT matrix-alapu modellel késziilt. (Tamura és mtsali.,
2021.) Az elagazasoknal feltiintetett szamok bootstrap értékeket jelolik. Konzervalt PAO
motivumok azonositasa MEME online adatbazisbol tortént. Arabidopsis és dohany PAO
fehérjéken (balra) az eltérd szinek eltérd konzervilédott motivumokat jelentenek.
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6. abra Az NtPAO-ok képviseldi harom kiilonbozo osztalyt alkotnak, amelyeket egymdstol
kiilonbozo szinekkel elvalasztva jeloltem. Piros: I klad; Kek 1V klad; Zold Il klad. Dohdny
PAO fehérje kodolo szekvencia illesztése ClustalW algoritmus alapjan MEGAI 1 szoftverrel. Az
osszehasonlitds és az SDP meghatarozdsa a Jdet szoftver (Muth és mtsai., 2012) segitségével
kesziilt. A Jdet programcsomag hdarom kiilonbozo megkozelitést alkalmaz (XDet, Entropia-
alapui és 3Det) az SDP-k és az alcsaladok meghatarozasara. A zéld pontok az SDP-Ket jelolik,
mig a piros pontok jelzik a harom kiilonbozé maodszer dltal egybehangzoan azonositott SDP-K

crer

A PAO gének kozotti filogenetikai kapcsolatok vizsgalata soran tovabbi informaciot ad
az egyes gének szerkezetének, intron-exon szervezOdésének vizsgalata (7. abra). A
legszembetlinbbb az NtPAO5 csalad hasonldsaga az Arabidopsis AtPAO5-el, ugyanis az
AtPAOS ¢és az azzal homoldég PAO gének nem tartalmaznak intront, azaz mRNS érés soran
kivagddo szakaszt (Fincato és mtsai., 2011). A génszerkezet alapjan a csaladokon beliil is
megfigyelhetéek kiilonbségek és hasonldosagok. Az NtPAO4C az NtPAO4D-vel mutat kdzos
intron szerkezetet az NtPAO4A az NtPAO4B-vel, de a két par egymastol mar kiilonbozik. Az
NtPAO1A és B szinte teljesen megegyezik. Mig az NtPAO2 esetén az NtPAO2C kiilonbozik az
NtPAO2A és NtPAO2B-t61 (7. abra).
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7. dbra Dohdany PAO gének szerkezete 5°-3° iranyban. Az egyes NtPAO gének és azok
nukleinsav hossza bdzispdarban kifejezve. Abramagyardzat: lila doboz: intron; vonal:
exon zold: nem transzlalodo régio. A gének elérhetosége a 8. fiiggelékben talalhato.
A gén szekvencidk a Nicotiana tabacum TN90, genom szekvendlds projektbol
PRJINA319578 (Sierro és mtsai 2014) lettek kivalasztva és a TBtools segitségével
dbrazolva.

A Cisz-hato szabalyozo elemek azonositasa a PAO gének promoter (szabalyozo)

crer

crer

motivum), valamint egyéb nem csak a stresszhez kothet6 elem, tgymint fény valasz (pl. G box),
valamint hormonok (IES, ABS, GA3), és MYB transzkripcios faktor kot helyek is. IES
szabalyzo régid talalhato a NtPAO2B és C, NtPAO4B és NtPAOSC gének promoterében. ABS
szabalyozé régio valamennyi NtPAO promoéterében megfigyelhetd, kivéve NtPAO2B
NtPAOSA ¢és C. GA3 szabalyzo régié pedig az NtPAO2C, NtPAO4D, NtPAO5SB és D gének
promoterében talalhato (8. abra, 11. figgelék).

A NtPAO-k sejten beliili elhelyezkedését eldre jelezhetjiikk a szekvencia motivumok
alapjan. Az online elérhetd6 WoLF PSORT (Horton és mtsai., 2007) a mar ismert lokalizacioju
proteinekbdl 4llo adatbazist veti Ossze az altalunk vizsgalni kivanttal. A teljes prediktalt
eredményt a 5. fliggelék tartalmazza. A vizsgalat alapjan az NtPAO4 és NtPAO2 csalad
valoszintlileg peroxiszomalis elhelyezkedésii, amit megerdsit a szekvencia C terminalis részén
talalhato (S/A/C) (K/R/H)(L/M) aminosav harmas megléte is (6.fliggelék). Ez a C terminalis

utols6 harom aminosava jellegzetes peroxiszomalis target (cél) szekvenciaként ismert
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(Reumann, 2004). Ugyanakkor az NtPAO1 ¢és NtPAOS5 -rél nem allapithatdé meg ilyen

valészintiséggel, hogy a citoplazméban lokalizalt-e.

TGACG-motif
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N{PAO2 A Hi ' b
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NtPAO4_D
NtPAOS_A ! ! ! T TCAslement
NtPAOS5_B GARE-motif
NtPAO5_C ! I G-box
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8. dabra NtPAO gének promoter régioinak az analizise. A PAO gént kodolo régio elotti
1800bp- szakaszon a Plant Care adatbazis alapjan azonositott szabalyzo elemek koté
helyei a TBtools dltal dabrazolva. Roviditések: TGACG-motivum -Jdazmonsav valasz
elem kot helye. Az ABRE; ABRE3 (abscisic acid response element3), -abszcizinsav
valasz reguldtor. A DRE (drought-responsive element) és MBS -szdrazsdag stresszhez
kapcsolt elem. A TCA motivum -Szalicilsav vdlasz. Az ERE (Ethylene-responsive
element) -etilén valasz elem. A W-box és WUN motivum -sebzés vdlasz. A P-box (GA
responsive element) és a GARE: -gibberelin sav vdlasz regulator. A LTR (low-
temperature responsiveness) -hideg stressz valasz. A GATA-motivum és G-box -fény
szabalyozott elemek. A GC-motivum; TGA, és AUXRR (auxin-responsive region):-auxin
szabalyozott valasz elem; Tc-rich: -védelem és stressz valaszhoz kétheté motivum.
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9.2. Dohany PAO gének kifejez6dési mintazata fiziologias koriilmények

kozott, valamint Kiillonb0z6 stressz és hormonkezelések hatasara

9.2.1. A dohanv NtPAO gének szervspecifikus kifejezodése

A PAO gének kifejezodése ¢és szervi lokalizacidja novényfajonként eltérd lehet
(Takahashi ¢és mtsa., 2010; Wang és mtsai, 2015; Hao €s mtsai, 2018; Sagor és mtsai., 2021; Xi
és mtsai., 2022), ezért a kovetkezOkben megnéztiik, hogy a tizennégy NtPAO gén hogyan
fejez6dik ki dohany névények egyes szerveiben, igy a gyokérben, szarban, fiatal levélben és a
kifejlett viragban. A kisérletekhez mar kifejlett és viragzo dohany novényeket hasznaltunk fel
melyeket 14 hetes korukig, iveghazban neveltiink (cserépben, rendszeres ontézés és hosszu
nappalos megvilagitas mellett). Az eredményeket a 9. abra foglalja 6ssze. Az NtPAO1A mRNS
szintje alig volt kimutathatd a levélben és a gyokérben és alacsony szinten fejez6dott ki a
szarban IS, viszont a viragban jelentds, mintegy 6tszords expressziot mutatott a kontrollhoz
(kontroll: génenként az Gsszes szovet atlaga) képest (9. abra). A NtPAOLB relativ transzkript
szintje pedig leginkabb a levélben és a gyokérben emelkedett meg. Az NtPAO4 gének
mindegyike legerésebben a viragban, mig az NtPAO2C és az NtPAOSB a levélben fejezodott
ki (9. abra). Az NtPAO2A ¢és NtPAO2B gének relativ expresszidja leginkabb a szarban ¢s a
virdgban, mig az NtPAO2C relativ transzkript szintje foleg a levélben emelkedett meg.
Gyokérben az NtPAO1B mellett az NtPAOSC gén fejezédott ki. Az NtPAOSC génnel
ellentétben, az NtPAOSA, D ¢és E relativ transzkript szintje szarban, mig az NtPAOS5B
expresszioja levélben volt a legmagasabb a tobbi szervhez képest (9. abra).

Osszefoglaldsképpen tehat elmondhatd, hogy a dohany PAO gének szervspecifikusan
fejezddnek ki, azonban az egyes csaladokon beliil a gének kifejez6désében megfigyelhetdek

kiilonbségek.
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9. dbra Virdgzo, 14 hetes dohdny névények, NtPAO gének szervspecifikus expresszios
vizsgalata. A relativ mRNS szintet levélben, szarban, viragban és gyokérben a dohdny
PAO génekre specifikus primerekkel hataroztuk meg valos idejii kvantitativ PCR
segitségeével. Két referencia gén dtlagat hasznalva normalizaltuk az eredményeket.
Génenként az dsszes szovet atlagahoz viszonyitottunk. Az dbra 3 biologiai ismétlés dtlagat
és szorasat tartalmazza. A Duncan féle rang teszt statisztikai szignifikdins eltéréseit eltérd
betiik jelzik szignifikancia szint p<0,05.

9.2.2. PAO gének expresszios valtozasa abiotikus és oxidativ stressz hatasara

A PAO gének kiilonbozd stresszvalaszokban jatszott szerepét szdmos novényfaj
esetében mar igazoltak (Gémes és mtsai., 2017, 2016; Hao és mtsai., 2018; Liu és mtsai., 2015;
Sagor és mtsai., 2021, 2016; Samanta és mtsai., 2023; Toumi és mtsai., 2019; Zhang és mtsai.,
2022). Miutan a promoter analizis eredményei alapjan feltételezhet6 volt a dohany NtPAO
gének stressz altali indukalhatosaga is (8. abra), megvizsgaltuk, hogyan valtozik a 14 NtPAO
gén relativ expresszios szintje extrém homérsékletvaltozasra (hideg és ho stressz), sostresszre,
valamint sebzés hatasara. Mivel a PAO gének miikddése soran, a poliaminok lebontasakor
reaktiv oxigén forma, H20: keletkezik, kivancsiak voltunk arra is, hogy a kiviilrél hozzaadott
H20> miként hat az egyes PAO gének kifejezddésére.

A homérsékleti stresszek hatasanak tanulmanyozasahoz, két hetes in vitro 23 °C-on és

rovid nappalon nevelt dohany novényeket hasznaltunk. Ezeket a novényeket hidegkezelés
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céljabol 4°C-ra helyeztiik at, 16 6ran keresztiil, mig a hostressz vizsgalatahoz 42°C-ra, 5 6ran
at. Ez a rovid hdsokk mar képes beinditani a dohany vélaszreakcioit, valamint a PAO gének
expressziojat (Hao és mtsi., 2018; Min Park és Bong Hong, 2002). Hideg kezelés hatasara, a
kezeletlen kontrollhoz képest nétt az NtPAO1A, NtPAO2C az o6sszes NtPAO4(A-D), az
NtPAO5A, NtPAOS5C, valamint NtPAOSD relativ transzkript szintje (10. abra). A
hidegstresszhez hasonloan, hdéstressz alatt is nétt az NtPAO2C, NtPAO4A, NtPAOAC,
NtPAO4D, valamint NtPAO5C relativ mMRNS szintje, azonban a hideg kezeléssel ellentétben
csokkent az NtPAOBSA relativ expresszioja (10. abra). Ugyanakkor, az NtPAO4B expresszidja
csak hidegkezelés hatdsara emelkedett, a hdstressz csokkentette azt (10. abra).

A sostressz kivaltasahoz 2 hetes dohanynovényeket 150 mM NaCl-ot tartalmazo
tapoldatra helyeztiink és ilyen koriilmények kozott neveltiik 6ket tovabbi 6 napig. Sokezelés
hatasara az NtPAO2B, NtPAO2C, NtPAOSB és az NtPAOSE relativ mRNS szintje emelkedett
meg a kezeletlen kontrollhoz képest. Az NtPAO1B, NtPAO2A, NtPAOS5A és NtPAOSD relativ
expresszidjara a sostressz nem volt hatassal, mig az NtPAO4 gének és az NtPAOSC expresszidja
csokkent sokezelés hatasara (10. abra). A sostresszhez hasonloan, az NtPAO2B ¢s C relativ
expresszidja sebzés sordn is megemelkedett, mig az NtPAO4B ¢s NtPAOSD gének sebzés alatt
alul szabalyozodnak. A sostressztol eltéréen azonban sebzés hatasara, mintegy 2-4-szeres
mértékben emelkedett az NtPAO4C, NtPAO4D, NtPAOS5A és NtPAOSC gének relativ
transzkript szintje. Miutan a H2O2 a PAO altali poliamin lebontas egyik lehetséges terméke,
megnéztilk, miként valtozik kiils6 H202 kezelés hatisira az egyes dohany NtPAO gének
kifejezédése. A kiilsd H202 kezelés jelentésen, mintegy htiszszorosara novelte az NtPOASA
relativ expresszidjat, ami mellett bar kisebb mértékben, de emelte az NtPAO5C és NtPAOSE
valamint az 6sszes NtPAO2 gén relativ transzkript szintjét (10. abra). Az NtPAO5SA H20,-ra
adott erds valasza alapjan feltételezhetd, hogy €z a gén a tobbi NtPAO génhez képest
érzékenyebb a H,Op-re. Osszeségében megallapithatd, hogy az NtPAO gének abiotikus

stresszhatasra indukalodnak és stresszspecifikus mintazatot mutatnak dohanyban.
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10. abra Dohany novények stressz kezelése, és NtPAO gének expresszios mintazata hajtasban.
5 ora 42°C; 16 ora 4°C; 150 mM so, Sebzés; 3ora 5 mM H202; kezelés hatdasara bekovetkezd
relativ mRNS szint valtozds. Két referencia gén dtlagat hasznalva normalizaltuk az
eredményeket. Génenként a kezeltlen kontroll mintat tekintettiik 1-nek. Az dbra 3 bioldgiai
ismétlés atlagat és szorasdat tartalmazza. A szignifikancia meghatarozasa student féle t teszt p
eértéke alapjan * p <0.05; * * p <0.01 * * * p < 0.001.

9.2.3. A novényi hormonok hatasa a PAO gének kifejezodési mintazatara

dohanyban

A NtPAO gének promoter analizise soran szamos hormon valaszban résztvevd
szabalyoz6 elemet (ABRE; ERE; TGACG; TGA; GARE; TCA) is kimutattunk (8. abra), ami
arra enged kovetkeztetni, hogy a PAO géneket a kiilonb6z6 novényi hormonok is képesek
befolyasolni. Eppen ezért kivancsiak voltunk arra, hogy kiilonb6zé hormonkezelések, milyen
expresszids valtozasokat indukalnak a dohany NtPAO génekben. Kisérleteinkhez 4 hetes
dohany novények leveleit hasznaltuk, a hormonhatids vizsgalatdhoz pedig a kovetkezo
hormonokat alkalmaztuk: 10 uM indol-ecetsav (IES), 10 uM Kkinetin, 100 uM abszcizinsav
(ABS), illetve 10 uM gibberelinsav (GAz). Azt tapasztaltuk, hogy az ABS kezelés jelentésen,
mintegy haromszorosara ndvelte az NtPAO2A, NtPAO4B ¢és NtPAO4C gének relativ
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expresszidjat, nem volt hatassal az NtPAOSE relativ transzkript szintjére, a tobbi gént pedig
alulszabalyozta (11. abra). A kiils6 auxin (indol ecetsav; IES) kezelés jelentés mértékben,
mintegy nyolcszorosara novelte az NtPAOSC, kismértékben az NtPAO2 (NtPAO2A-C), az
NtPAOA4C és az NtPAO4D gének relativ mRNS szintjét, azonban alulszabalyozta az NtPAO4B
¢s NtPAOSA gének expressziojat. Az NtPAO1A, az NtPAO1B és az NtPAOSB gének nem voltak
érzékenyek a kiilsé IES kezelésre (11. abra). Kinetinnel a citokinin vélaszt modelleztiik. A
kinetin nem befolyasolta az NtPAO2B, NtPAO4A, NtPAOSC és NtPAOSE gének kifejezodését,
novelte harom NtPAO gén (NtPAO4B NtPAO4D és NtPAOSB) relativ expresszidjat. A tobbi
NtPAO gén miikddését a kiilso citokinin kezelés alulszabalyozta (11. dbra). A GA3 kezelés
jelentés mértékben, mintegy 2-8-szorosan novelte az NtPAO2B, NtPAO4A, NtPAO4D
NtPAOSB ¢és NtPAOSD relativ transzkript szintjét a nem kezelt kontrollhoz képest. Az
NtPAOIA, NtPAOIB, NtPAO2A4, NtPAO2C, NtPAO4B és NtPAO4C gének relativ mRNS
szintjére a GAs kezelés nem volt hatdssal, ugyanakkor az NtPAOS5A, NtPAO5C ¢s NtPAOSE
géneket alulszabalyozta (11. abra). Osszefoglalasképpen megallapithatjuk, hogy a PAO gének
hormonspecifikusan aktivalodnak. Kiilonosen érdekesnek talaltuk, hogy a stresszhormon ABS
a PAO gének tobbségét gatolta (9 gén mutatott csokkent kifejez8dést), és csak harom PAO gén
mikodése aktivalodott ABS kezelés hatasara (NtPAO2A NtPAO4B és NtPAO4C).
Eredményeink megerdsitik azt a feltételezéslinket, hogy a PAO gének komplex hormonalis
szabalyozas alatt allnak, és specifikus szerepet jatszhatnak mind a novény fejlodésében, mind

pedig a stresszvalaszokban.
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11. dbra Dohadny novények hormon kezelése (100 uM ABS, 10 uM IES/ Kinetin/GA3) és
annak hatasa az NtPAO gének kifejezédésére dohdny 4 hetes novény levélben. A relativ
mRNS szintet a dohdany PAO génekre specifikus primerekkel hatdroztuk meg valos idejii
kvantitativ PCR segitségével. Két referencia gén atlagat hasznalva normalizaltuk az
eredményeket. Génenként a kezelést nem kapott (kontroll) mintat tekintettiik 1-nek. Az
dbra 3 biologiai ismétlés dtlagat és szorasat tartalmazza. 4 szignifikancia meghatdrozadsa
Student féle t teszt p értéke alapjan tortént, ahol a * p <0.05; * * p <0.01 * * * p < 0.001.

9.2.4. A PAO gének kifejezodése protoplasztok izolalasa és fenntartasa soran

Kordbban szdmos tanulmanyban kimutattdk, hogy a protoplasztok izoldldsa ¢és
fenntartasa soran ROF keletkezik. Az izolalas soran, a sejtfal eltavolitasakor oxidativ stressz
éri a sejtet, viszont ezt kovetden a kultira fenntartdsa soran a keletkezd ROF mennyisége
csokkenhet azaltal, hogy aktivalodnak a kiilonb6zd antioxidans véddémechanizmusok. A
protoplasztok jol hasznalhatoak az in vitro ndvényregeneralas soran, de ha a sejtfal
emésztésekor keletkezé ROF koncentracidja til magas lesz, akkor az gatolhatja a regeneraciot
szamos novényben. A ROF kis mennyiségben azonban sziikséges a késobbi sejtfalképzodéshez
¢és ily modon a regeneracios folyamatok eldsegitéséhez is (Gémes €s mtsai., 2011; Papadakis
¢és mtsai., 1999; Papadakis és Roubelakis-Angelakis, 2005; Siminis és mtsai., 1994). A ROF
hatésa tehat, mint minden mas folyamatban, itt is koncentraciofiiggé. Mindezek miatt arra
voltunk kivancsiak, miként valtozik az egyes NtPAO gének relativ expresszioja a protoplasztok

izolalasa ¢és fenntartasa soran. Ennek érdekében 4 hetes dohany ndvények levelébol
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protoplasztokat izolaltunk (0. nap), majd 1, 3 és 6 nappal késdbb, a protoplasztok fenntartasa
soran is mintdkat vettlink. Izoldlds utdn kozvetleniil, a tenyésztés 0. napjan fdleg a
peroxiszomalis lokalizaltsagh NtPAO gének (NtPAO2B, NtPAO4A, NtPAO4C és NtPAO4D)
expresszioja emelkedett meg és végig, a protoplaszt kultira fenntartdsa soran is magas maradt,
bér alacsonyabb szinten (12. 4bra). Erdekes modon, izolalas utan kozvetleniil nem valtozott,
ugyanakkor a kultara fenntartasa (1-6 nap) soran fokozatosan nétt az NtPAOS5SD relativ
expresszioja (12. abra). Eredményeink alapjan feltételezhetd, hogy a peroxiszomalis PAOk
oxidativ stresszre aktivalddnak €s a redox egyensuly szabalyozasan keresztiil fejtik ki hatasukat
a protoplasztok izolalasa és fenntartdsa soran, mig az NtPAOS5SD késébb, nem oxidativ

stresszhatasra aktivalodik, ami altal szerepe eltérhet a peroxiszomalis PAOk-t6] a folyamatban.

Ezek bizonyitasa azonban tovabbi vizsgalatokat igényel.
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12. abra Protoplaszt izoldlas dohdny névény levelébdl (0.nap) és protoplaszt sejt-kultira
fenntartasa (1-6.nap), és ezek hatdisa az NtPAO gének relativ expressziojara. A relativ
mRNS szintet a dohany PAQO génekre specifikus primerekkel hataroztuk meg valos idejii
kvantitativ PCR segitsegével. Két referencia gen adtlagat hasznalva normalizaltuk az
eredményeket. Génenként a levél (kontroll=1) mintahoz viszonyitottunk. Az dbra 3
bioldgiai ismétlés dtlagat és szorasat tartalmazza. A Duncan-féle statisztikai szignifikdns
eltéréseit eltérd betiik jelzik szignifikancia szint p<0,05.
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9.3. A NADPH oxidaz szerepe a ROF keletkezésében dohany

protoplasztok izolalasa és fenntartasa soran

Miutdn a protoplasztok izolalasa soran keletkez6 ROF forrdsa a NADPH oxidaz is lehet
(Papadakis ¢és Roubelakis, 2005), megnéztiik miként befolyasolja a protoplasztok
¢letképességét, ha gatoljuk a NADPH oxidazt. A teljes enzim gatlasara difenilén jodoniumot
(DPI) hasznaltunk (Sagi és Fluhr, 2001). Azt tapasztaltuk, hogy a DPI a protoplasztok izolalasa
utan kozvetleniil (0. nap) még nem, de késobb, a sejtkultira fenntartasa soran, kiilondsen a 3.

naptodl jelentdsen csokkentette a protoplasztok €letképességét (13. abra).

Eletképesség(FDA)
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13. dbra Dohdny levélbdl izolalt protoplasztok életképeség meghatdarozasa FDA
fluoreszcens festéssel. Kontroll koriilmények (A), és 2uM difenilén jodonium (DPI)
kezelésre (B), mérce=25um. A grafikon a biologiai ismétlések atlagait és szordasdt mutatja.
RFU: relativ fluoreszencia értéket jelent, ahol a kontroll 100-as értéknek felel meg.
Statisztikailag szignifikdns kiilonbséget a kontrollhoz képest a Student féle kétmintas t
proba p érték alapjan hatdaroztuk meg *=p<0,05.

Miutan a DPI az 6sszes NADPH oxidaz enzimet gatolja, mindemellett az NtRBOHD
expresszidja jelentésen, mintegy nyolcszorosara emelkedett a protoplasztok izolalasa utan (14.

abra), a kovetkezOkben megnéztiik, mi torténik, ha csak az NtRBOHD izoenzimet kodol6 gén
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mikodését gatoljuk. Ehhez AS-NtRBOHD antiszensz csendesitett transzgenikus dohany
novények leveleit hasznaltuk fel protoplaszt izolalasra.

Meglep6 modon a ROF szintekben az AS-NtRBOHD és a vad tipusu ndvények
protoplasztjai sem a protoplasztok koézvetlen izolalasa (0. nap), sem pedig azok fenntartasa
soran (1-3 nap) nem mutattak kiilonbséget (15. abra). Az AS-NtRBOHD mutans protoplasztok
¢letképessége az izolalast kovetd elsé napon kismértékben ugyan csokkent, de a 3. napon a
mutans és vad tipusu protoplasztok életképessége mar nem kiilonbozott egymastol (16. abra).
Mindezek alapjan megallapithato, hogy az NtRBOHD 6nmagéaban nem befolyasolja jelentésen
a protoplasztok ROF szintjét és életképességét.

9.4. A PAO és a NADPH oxidaz szerepe a ROF keletkezésében a

protoplasztok izolalasa és fenntartasa soran

A PAO ¢és a NADPH oxidaz kolcsonhatasat dohany névényben a protoplasztok izoldlasa utan
kozvetleniil (0. nap) és késobbi fenntartasuk (1-3 nap) soran vizsgaltuk. Elsé 1épésben
megnéztiikk, miként valtozik az RBOH gének koziil az NtRBOHD expresszidja vad tipusu és
AS-NtRBOHD protoplasztokban, illetve az NtPAO gének koziil azoknak a géneknek a
kifejezddése AS-NtRBOHD protoplasztokban, amelyek a vad tipus esetén magas expressziot
mutattak (NtPAO2B, NtPAO4C, NtPAO4D). Az izolalas utan kozvetleniil (0. nap) az
NtRBOHD relativ mRNS szintje, jelentds mértékben, mintegy 8-szorosara ndtt vad tipusu
protoplasztokban a levélben detektalthoz képest. AS-NtRBOHD protoplasztokban a vad
tipushoz képest némileg kisebb NtRBOHD transzkript szinteket mértiink (14. abra). Erdekes
modon, a protoplasztok tenyésztése soran (1-3 nap) valamennyi NtPAO gén relativ transzkript
szintje magasabb volt a mutans protoplasztokban, mint a vad tipusuakban (14. abra). A PAO
gatlasa guazatinnal (Guaz) csak a 0. napon befolyasolta a ROF szintet a vad tipust
protoplasztokban (15. abra). Az életképességet a DPI-vel vald gatlashoz hasonloan, a Guaz
kezelés csak kismértékben és atmentileg csokkentette a teny€sztés elsd napjan, azonban ezt
kovetéen a kezeletlen kontrollhoz hasonld életképességet eredményezett (16. abra). Ett6l
eltéréden, AS-NtRBOHD protoplasztokban a Guaz kezelés mind a kezeletlen mutans, mind a
vad tipust protoplasztokhoz képest csokkentette a ROF szintet és érdekes modon a
protoplasztok életképességét is (15-16. abra). Ez alapjan megallapithatjuk, hogy az N(RBOHD
csokkent expresszidja 6nmagaban nem, de a PAO guazatinnal val6 gatlasaval egyiitt csokkent

ROF szintet és csokkent életképességet eredményez.
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14. abra Az NtRBOHD, valamint NtPAO gének kifejezédése vad tipusii és AS-NtRBOHD
mutans dohdany névények levelébol izolalt protoplasztokban, a protoplasztok izolalasa
(0.nap) majd a kultira fenntartasa (1-3.nap) soran. A relativ mRNS szintet a dohany PAO
génekre specifikus primerekkel hataroztuk meg valos idejii kvantitativ PCR segitségével.
Két referencia gén atlagat hasznalva normalizaltuk az eredményeket. Génenként a vad
tipusu levélhez (kontroll=1) viszonyitottunk. Az abra harom ismétlés atlagat és szordsdat
mutatja. Szignifikdans eltérést a kiilonbozé kisbetiik jelentik, Duncan-féle rang teszt
alapjan, szignifikancia szint p<0,05.
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15. abra ROF szint meghatarozasa HoDCFDA festéssel, vad tipusu és AS-NtRBOHD mutans
protoplasztokban kontroll (A, E, I; C, G, K) kériilmények kozott és guazatin kezelés (B, F, J
és D, H, L) hatasara. 0.nap (A-D) 1.nap (E-H) és 3 nap (I-L), mérce=25um. Az dbra az
ismétlések atlagat és szorasat mutatia n=90 elemszammal. RFU: relativ fluoreszencia
értéket jelent, ahol a kontroll 100-as értéknek felel meg. Statisztikai dsszehasonlitas
naponként, Duncan-féle teszt alapjan tortént és a szignifikans eltéréseket eltéro betiik jelzik,

szignifikancia szint p<0,05.
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16. dbra Eletképeség meghatdrozdsa FDA festéssel vad tipusii és AS-NtRBOHD mutdns
protoplasztokban kontroll (A, E ,I; C, G, K) koriilmények kézott és guazatin kezelés (B,F,J
és D, H, L) hatasara. 0.nap (A-D) 1.nap (E-H) és 3 nap (I-L), mérce=25um. Az dbra az
ismétlések atlagat és szorasat mutatia n=90 elemszammal. RFU: relativ fluoreszencia
értéket jelent, ahol a kontroll 100-as értéknek felel meg. Statisztikai dsszehasonlitas
naponként a Duncan-féle teszt alapjan tortént és a szignifikans eltéréseket eltéro betiik jelzik,
szignifikancia szint p<0,05.

9.5. A PAO és NADPH oxidaz kolcsonhatasanak tanulmanyozasa

Arabidopsis novényben

Dohéanyban nem 4llnak rendelkezésre azok a mutans vonalak, amelyek lehetdve tennék a PAO-
NADPH oxidaz egymassal valo kdlcsonhatasdnak mélyebb tanulmanyozasat, ezért a kovetkezd

kisérleteinkhez Arabidospsis vad tipusti kontroll, és T-DNS inszerciés rboh és pao mutans
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novényeket hasznaltunk. Elsé 1épésben megnéztiik, van e kiilonbség rbohd, rbohf és vad tipust
csirandvények kozott a kiilonbozéd PAO gének, illetve a pao2-2, pao3, pao4, pao5 mutans ¢€s
vad tipustu novények kozott az AtRBOHD ¢és AtRBOHF gének kifejezddési mintazataban
kontroll koriilmények kozott. Azt tapasztaltuk, hogy egy hetes rbohd mutansban megnétt az
AtPAO1, az AtPAOS3 és az AtPAOS5, mig rbohf mutansban az AtPAO1 kivételével valamennyi
AtPAO gén relativ transzkript szintje a vad tipushoz (Col) képest (17. abra). Ezzel szemben a
pao3 mutansban nem valtozott, viszont pao2-2, paod ¢és paod mutdnsban ndtt mind az
AtRBOHD, mind pedig az AtRBOHF relativ expresszidja a vad tipushoz képest (18. abra).
Eredményeink megerdsitik, hogy a PAO ¢és a NADPH oxidaz egymassal kolcsonhathat

Arabidopsis névényben.
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17. abra Az rbohd és rbohf mutans Arabidopsis csirandvény-hajtas, PAO gének expresszios
analizise. A relativ mRNS szintet az Arabidopsis PAO (1-5), génekre specifikus primerekkel
hataroztuk meg valos idejii kvantitativ PCR segitségével. Két referencia gén dtlagdat
haszndlva normalizaltuk az eredményeket. Génenként a vad tipust, col-0 (kontroll) mintat
tekintettiik 1-nek. Az abra harom biologiai ismétlés atlagat és szorasat tartalmazza. A
Duncan-féle statisztika szignifikdans eltéréseit eltéro betiik jelzik, szignifikancia szint
p<0,05.
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18. dbra pao2-2, pao3, pao4 és pao5-2 mutans Arabidopsis csirandvények hajtds
génexpresszios analizise. A relativ mRNS szintet az arabidopsis RBOHD és RBOHF,
génekre specifikus primerekkel hataroztuk meg valos idejii kvantitativ PCR segitsegével.
Két referencia gén atlagat hasznalva normalizdltuk az eredményeket. Génenként a vad
tipust col-0 (kontroll) mintat tekintettiik 1-nek. Az dbra harom bioldgiai ismétlés dtlagat
és szordsat tartalmazza. A Duncan-féle statisztikai szignifikans eltéréseit eltérd betiik
jelzik, szignifikancia szint p<0, 05.

Ezutan megnéztiik, hogy ez a kolcsonhatas megfigyelhetd-e bizonyos fejlédési folyamatokban.
Erre a célra egy szervfejlodési folyamatot valasztottunk, nevezetesen az oldalgyokér
primordiumok citokinin altal indukalt direkt hajtasmerisztémava torténd atalakulasat, melyrdl
korabban leirtak, hogy a PAOS fontos szerepet jatszik a szabdlyozasaban (Kaszler és mtsai.,
2021, 2023). Miutan az RBOH szerepét ebben a folyamatban még egyaltalan nem vizsgaltak,
el6szor megnéztiik, hogy miként valtozik az AtRBOHD és az AtRBOHF relativ expresszioja a
direkt hajtasmerisztéma kialakuldsanak 4 iddpontjdban: a citokinin indukciot kovetd 24
(mitotikus osztodasi sziinet), 48 (szervkezdemények megjelenése), 72 (korai promerisztémak
kialakuldsa) és 96 (késdi promerisztémak megjelenése) ordval. Azt tapasztaltuk, hogy a
kontrollhoz képest nem emelkedett meg sem az AtRBOHD, sem pedig az AtRBOHF relativ

expresszidja (19. abra A). Az rbohd mutansban ugyanakkor szignifikansan megnétt, mig az

57



rbohf mutansban nem valtozott a hajtas regeneratumok szama a vad tipushoz képest (19. abra

B-C).
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19. dbra. Az AtRBOHD és az AtRBOHF hatisa az oldalgyokér primordiumok direkt
hajtasmerisztémava torténo atalakulasa soran Arabidopsisban. Az AtRBOHD és AtRBOHF
relativ transzkript szintjének valtozdasa a citokinin indukciot koveté 24-96 oraval 6 napos
kezeletlen csiranovény gyokeréhez viszonyitva (kontroll=1). B-C: Az RBOHD és F hianydnak
hatasa a direkt regeneracio hatékonysagara. A vizsgalathoz T-DNS inszercios rbohd és rbbohf
mutdns vonalakat haszndltunk, kontrol vad tipus Arabidopsis (Col) névényekhez hasonlitottuk
Oket. Az adatsorok statisztika osszehasonlitasahoz Duncan féle tesztet hasznaltunk, a
szignifikdans eltérést betiik jelzik P<0,05-Szinten.
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20. abra. RBOHD és RBOHD F valamint PAOS5 gének expresszios valtozdsainak vad tipusu
novényekben T-Spm kezelés hatasara, illetve pao5-2 mutdns novényekben, valamint az AtPAOS5
expreszidjanak valtozasa rbohd mutdns novényekben a kezeletlen vad tipusu névényekhez
viszonyitva a citokinin indukciot koveté 24, 48, 72 és 96 ordban. A 6 napos kezeletlen
csiranovény gyokeréhez viszonyitva (kontroll=1). Az adatsorok statisztika 6sszehasonlitasdhoz
Duncan féle tesztet hasznaltunk, a szignifikans eltérést betiik jelzik P<0,05-szinten.

pao5-2 mutansban a vad tipushoz képest kétszeres a T-Spm szintje, a tobbi poliamin szintjében
azonban nincs kiilonbség a mutans és a vad tipust novények kozott (Kim és mtsai., 2014).
Mindemellett a PAO5 a T-Spm homeosztazis szabalyozasan keresztiil szabalyozza az
oldalgyokér primordiumok citokinin indukalt hajtdsmerisztémava torténd atalakulésat (Kaszler
és mtsai., 2023). Igy a PAOS5 hatasanak megerdsitésére vad tipusi novények esetében T-Spm
kezelést is alkalmaztunk. Azt tapasztaltuk, hogy az oldalgyokér primordiumok
hajtasmerisztémava torténd atalakulasa soran az AtRBOHF relativ mRNS szintjében a vad

tipust és a pao5-2 mutans ndvények nem kiilonboztek egymastol (20. abra).

Ezzel szemben pao5-2 mutans novényekben a vad tipust T-Spm kezelt névényekhez
hasonléan, mar a mitotikus osztodasi sziinettdl (citokinin indukcié utan 24 o6ra) nétt az
AtRBOHD relativ transzkript szintje és magas maradt egészen a késdi promerisztémak

kialakulasaig (citokinin indukci6é utan 96 6ra) a kezeletlen vad tipust névényekhez képest.
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Erdekes médon rbohd muténsban is nétt az AtPAOS relativ expresszidja a citokinin indukciét
kovetd 24 6ratol és magas maradt a szervkezdemények megjelenéséig a vad tipushoz képest
(20. ébra). Eredményeink alapjan elmondhat6, hogy az AtPAOS ¢és az AtRBOHD
kolcsonhathat egymassal az oldalgyokérprimordiumok hajtasmerisztémava  torténd
atalakuldsanak folyamatdban. Ennek soran a T-Spm az AtRBOHD pozitiv szabalyozdja,
ugyanakkor az AtRBOHD negativ szabalyozdja lehet az AtPAO5-nek.
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10. Eredmények értékelése
10.1. A dohany PAO 1, 2, 4 és 5 gének a kétszikii PAO génekhez

hasonloan harom kladba csoportosithatéak

Szekvencia analizis alapjan 14 dohany PAO génszekvenciat azonositottam, melyeket a ludfiivel
vald szekvencia hasonlosag alapjan neveztem el: NtPAO1 (A-B), NtPAO2 (A-C), NtPAO4 (A-
D) és NtPAOS5 (A-E) (8. fliggelék). Az egyes csaladokon beliili tobb PAO oka lehet az, hogy a
dohany allotetraploid faj, ami altal, egyes gének nagyobb koépiaszdmban lehetnek jelen a
genomban. Ez nagyfoku genetikai diverzitasra ad lehetdséget. Az egy csaladba taldlhato PAOk
eltérd funkciot vehetnek fel, ami altal tobb szervben kifejezddve tobb feladatot is ellathatnak.

Filogenetikai analizis alapjan a névényi PAO-ok 6t kladba csoportosithatok, I, II, III, IV és V
(Bordenave és mtsai., 2019). A dohany PAO-0k harom kladba sorolhatoak be (5. abra; 1.
fiiggelék). A II-es kladba nem tartozik egyetlen dohany NtPAO gén sem, a ludfii és paradicsom
PAO génekhez hasonléan (Takahashi és mtsai., 2010; Fincato és mtsai., 2012; Hao és mtsai.,
2018) (5. abra, 1. fiiggelék). A Il-es kladba harom rizs PAO (OsPAO2, OsPAOG ¢és OsPAQ7)
¢és egy kukorica PAO (ZmPAOQO1) gén sorolhatd, amit a kukorica utan ZmPAO1 tipusu kladnak
neveznek (Ono és mtsai., 2012; Sagor és mtsai., 2021; Bordenave és mtsai., 2019; Xi és mtsai.,
2022). Arra, hogy miért nem tartozik egyetlen dohany NtPAO sem ebbe a kladba, magyarazat
lehet egy duplikaciés és egy kihaldsi esemény az evolicid soran, ami eltiintette a ZmPAO1
tipust néhany kétszik(ib6l, de meghagyta az AtPAOI1 tipust (Bordenave és mtsai., 2019). A I-
es, a lll-as és az V-os kladba tartozo PAO-0k a PA-0k visszaalakitasat (BC utvonal) végzik és
a citoplazméban lokalizéltak (Ahou és mtsai., 2014; Bordenave és mtsai., 2019; Kim és mtsai.,
2014; Liu és mtsai., 2014; Yu és mtsai., 2019). Az NtPAO1-re kordbban azt gondoltak, hogy
apoplasztikus és terminalis tipust (TC) reakciot katalizal (Gémes és mtsai., 2016; Moschou és
mtsai., 2008b). Ezzel szemben mi azt talaltuk, hogy mindkét NtPAO1 (NtPAOI1A és B) az I-es
kladba tartozik, akarcsak az Arabidopsis AtPAOI1 és a paradicsom SIPAOI-t, amelyek a
citoplazmaban lokalizaltak és BC tipusu reakciot katalizalnak (5. abra, 1. fliggelék). Ennek az
ellentmondasnak az oka a kovetkezé lehet. A PAO altal katalizalt reakcio tipusa (BC vagy TC)
az enzim milkddése soran termelédd DAP-t6l fiigg. Az NtPAO1 esetén apoplasztikus
lokalizaciot irtak le, amikor fluoreszcensen jelolt NtPAO1-et fejeztettek ki hagyma epidermisz
sejtekben, izolalt extracellularis sejt maradvanyokban pedig TC enzimaktivitasat talaltak
(Moschou és mtsai., 2008b; Yoda és mtsai., 2006). A szekvencia illesztés soran azonban mi azt

talaltuk, hogy a ZmPAO1 apoplasztikus szekvencia (Tavladoraki és mtsai., 2006) egy része
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hianyzik a dohany NtPAO1-b6l, és az analizis alapjan inkabb az Arabidopsis AtPAO1L génnel
mutat kozelebbi szekvencia rokonsagot (2., 7. fiiggelék). Habar a ZmPAOI1 apoplasztikus
szekvencia nélkiil is megtalalhato lehet az apoplasztban, ilyen példaul a narancs CsPAO4
(Wang és Liu, 2016). Erdekes modon a citoplazmatikus lokalizacioju Arabidopsis AtPAO]
baktérium sejtekbe juttatva mutat TC tipusu aktivitast is (Tavladoraki és mtsai., 2006), aminek
feltehetden az lehet az oka, hogy azok a ndvények, melyek nem rendelkeznek apoplasztikus TC
tipusu PAO-val, ezt a feladatot mas enzimmel egyiitt, példaul a DAO, vagy egy citoplazmatikus
PAO segitségével latjak el (Bordenave és mtsai., 2019; Planas-Portell és mtsai., 2013). A
ZmPAOL1-t6l vald szekvencia kiilonbség (csak 40% a hasonlésag), a prediktalt lokalizacio és
az irodalmi adatok alapjan nem zarhato6 ki egy TC tipusu, de nem extracellularis dohany PAO
megléte is, azonban ez kisérletesen még nem bizonyitott. Az Ill-as kladba tartoz6 PAO-ok
génszerkezetben €s eredetben is eltérnek a tobbi névényi PAO-t6l. Az Arabidopsis AtPAOS és
feltehetéen az azzal homologiat mutatd6 mas PAO génekre is jellemz6 az intron nélkiili
génszerkezet, valamint a T-Spm oxidacié (Fincato és mtsai., 2012; Kim és mtsai., 2014;
Alabdallah és mtsai., 2017). Az Arabidopsis AtPAOS5 inkabb dehidrogenaz, mint oxidaz
aktivitassal rendelkezik, igy feltételezhetd, hogy a kiilonbozd fejlédési és stresszfolyamatok
szabalyozasara nem a H20: keletkezésén, hanem a T-Spm homeosztazis szabalyozasan
keresztiil fejti ki hatdsat (Wang és mtsai; 2012; Kim és mtsai., 2014; Alabdallah és mtsai., 2017;
Zarza és mtsai, 2017; Kaszler és mtsai., 2021, 2023). Ebbe a kladba tartozik az §sszes dohdny
NtPAOS gén (NtPAOSA-E) is, de a kladra jellemz6 génszerkezeti sajatossag figyelhetd meg két
paradicsom PAO (SIPAOG6-7) esetében is (Hao és mtsai., 2018). Az ide tartozé dohany
NtPAO5-6k tehat feltehetden a T-Spm-t részesitik elonyben szubsztratként és a T-Spm Spd-né
torténd visszaalakitasat katalizaljak, de ennek kisérleti igazoldsa még nem tortént meg. A
PSORT report szubcellularis lokalizacios eredményei alapjan az NtPAO2(A-C) és NtPAO4( A-
D) gének altal kodolt PAO-ok az Arabidopsis AtPAO2-4 génekhez hasonloan,
peroxiszomalisak lehetnek (Fincato és mtsai., 2011; Moschou és mtsai., 2008c; Samanta és
mtsai., 2023) és a IV-es kladba tartoznak. A peroxiszomalis lokalizaciot megerdsiti a C
terminalisti peroxiszomalis target szekvencia jelenléte, ami minden 1V-es kladba tartozo PAO
esetében megfigyelheté (Arabidopsis AtPAO2-4; paradicsom SIPAO2-5; rizs OsPAO3-5;
kukorica ZmPAQO3-4, ZmPAO6-9)(Hao és mtsi., 2018; Sagor és mitsi., 2021; Takahashi és
mtsi., 2010; Xi és mtsi., 2022). Ez alapjan feltételezhet6, hogy az NtPAO2 (A-C) és NtPAO4
(A-D) a tobbi novényfaj IV-es kladba tartozé PAO-ival hasonld funkciot 1at el a névények
kiilonboz6 életfolyamataiban. Mindemellett, a promoter analizis soran a dohdny NtPAO génben

megfigyelt stressz, hormon és fényszabalyozott elemek jelenléte alapjan feltételezhetd, hogy a

62



dohany PAO-ok a tobbi novényfajban talalhaté PAO-0k-hoz hasonléoan (Gholizadeh és
Mirzaghaderi, 2020; Hao és mtsai., 2018; Sagor és mtsai., 2021, 2012; Yu és mtsai., 2022)
komplex szabalyozas alatt allnak és fontos szerepet jatszanak mind a fejlédési, mind pedig a

stresszvalaszokban.

10.2. A dohany PAQO-ok szervspecifikusan fejezodnek ki

A PAO-ok szervi/szoveti mintazata ndvényfajonként eltérd (Takahashi €s mtsai., 2010; Hao és
mtsai., 2018; Sagor és mtsai., 2021; Li és mtsai., 2020), ami megerdsiti azt az elképzelést, hogy
az egyes PAO-ok szervi/szoveti lokalizacidjuktol fiiggden, specifikus feladattal birnak a
noveények fejlddési €s stresszfolyamatai soran. Dohanyban néhany PAO szervi kifejezdédésében
hasonlésdgot mutat mas fajokkal, ami funkciobeli hasonldsagra utalhat. A dohany NtPAO1
példaul, az Arabidopsis AtPAO1-hez hasonldéan leginkabb a viragban fejez6dik ki (Takahashi
¢és mtsai., 2010; 9. dbra). Az NtPAO2 gének szervi lokalizacidja szintén hasonlésagot mutatott
az Arabidopsis AtPAO2 kifejezédésével, ami a szarban jelentds (Takahashi és mtsai., 2010; 9.
abra). Az NtPAO gének koziil az NtPAOSC csak gyokérben fejez6dott ki, ami alapjan
feltételezhetd ennek a PAO-nak a gyokérspecifikus funkcidja. A tobbi NtPAOS gén elsdsorban
a szarban expresszal, a viragban azonban az Arabidopsis AtPAO5-tel ellentétben nem fejezdédik
ki (9. abra). Az NtPAO4 gének expresszidja a virdgban volt a legmagasabb, ami azonban
ellentétes az Arabidopsis AtPAO4 génnel, ami inkabb a levélben fejezddott ki. Mindez alapjan
az NtPAO4 ¢s AtPAO4 gének kozott feltételezhetd funkcionalis kiillonbség (Takahashi és mtsai.,
2010; 9. abra). Eredményeink alapjan megallapithato, hogy a dohany PAO-ok szekvencia
hasonlosaga az Arabidopsis PAO-kal valosziniileg funkcionalisan is megnyilvanulhat

Mindemellett, miutan bizonyos NtPAO gének altalanosabban, tobb szervben is kifejezodnek,
esetiikben feltételezhetd, hogy szervspecifikusan eltéré funkciot latnak el. Az NtPAO4C is
ilyen, ami a viragban és a levélben is expresszal, vagy az NtPAO5SB és NtPAOSE, melyek

szarban és levélben is kifejezOdnek.
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10.3. A dohany PAO-ok kiillonb6z0 abiotikus stressz kezelésekre

aktivalodnak

A PAO-0k szerepét az abiotikus stresszvalaszokban mar szamos névényfajban leirtak (Desikan
és mtsai., 2006; Moschou és mtsai., 2008a; Konstantinos és mtsai., 2010; Gémes és mtsai.,
2016; Wang és Liu, 2016; Zarza és mtsai., 2017; Wang és mtsai., 2019; Yu és mtsai., 2018).
Prométer analizis alapjan feltételezhetdé volt, hogy a kiilonbozé abiotikus stresszhatdsok
differencialis valaszokat eredményeznek az NtPAO gének kozott dohanyban. Eredményeink
alapjan 1zoenzim specifikus expresszidos mintazat figyelhetd meg, azaz a kiilonbozo
stresszhatdsokra eltérden reagaltak az egyes NtPAO gének (10.4bra). A széls6ségesen magas
vagy alacsony homérséklet karosithatja a novényeket és csokkentheti a termést, ami komoly
problémat okozhat a mezdgazdasaghan (Devireddy és mtsai., 2021). Hdstressz alatt a PAO-k
részt vesznek a H2O; termelésben, illetve ezen keresztiil egyéb kulcs fontossagu molekuldk
szabalyzasaban is. Arabidopsisban az AtPAO3 hatassal van a hésokk fehérjék koziil a hsp90
mennyiségére (Toumi és mtsai., 2019), mig dohanyban az NtPAO1 a redox valasz
szabalyozasaban vesz részt hdstressz alatt (Mellidou és mtsai., 2017). Az altalunk 1étrehozott
kisérleti rendszerben, a IV-es kladba tartoz6 Arabidopsis AtPAO3-hoz és a paradicsom
SIPAO3-5-h6z hasonléan az NtPAO2A, NtPAO2C, NtPAO4A, NtPAOAC, NtPAO4D gének
hére, mig az NtPAO2C és valamennyi NtPAO4(A-D) gén hidegre volt érzékeny (Hao és mtsai.,
2018; Toumi és mtsai., 2019; 10. abra). Mindezek alapjan feltételezhetd a IV-es kladba tartozo
peroxiszomalis dohany NtPAO-ok termoregulacidban betoltott szerepe. A PAO-0K szerepét
sOstressz alatt Arabidopsisban, narancsban, paradicsomban és dohanyban is igazoltak (Gémes
¢és mtsai., 2016; Wang ¢és Liu, 2016; Zarza ¢és mtsai., 2017; Hao és mtsai., 2018). Dohanyban
sostressznek kitett novényekben az NtPAOI a ROF termelésért a NADPH oxidéazzal
egytttmiikodve felelés (Gémes és mtsai., 2016). Narancsban a CsPAO4 jatszik szerepet az
oxidativ stressz kivalto H20O2 produkcioban (Wang és Liu, 2016). Arabidopsisban pedig a
citoplazmikus lokalizaciot mutatd6 PAO-ok (AtPAO1 és AtPAOS) jatszanak szerepet a
sotolerancia kialakitasdban. Ezek koziil az AtPAOS a sotolerancia kialakitasdban nem a ROF
szintekben bekovetkezett valtozason, hanem a T-Spm homeosztazisanak szabalyozasan
keresztiil vesz részt (Zarza és mtsai., 2017). Arabidopsis Ill-as klad AtPAO5-h6z hasonldéan
dohéanyban az NtPAOS5SB és NtPAOSE gének mutattak soérzékenységet (10. abra). Annak
bizonyitasara azonban, hogy az NtPAOS5 dohdnyban is a T-Spm szintek szabalyozasan

keresztiil vesz részt a sostressz valaszban, tovabbi vizsgalatok sziikségesek. Az I-es kladba
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tartozd Arabidopsis AtPAO1-hez és paradicsom SIPAO1-hez hasonléan a sostressz, bar
kismértékben, de fokozta az NtPAO1 gének kifejezodését (10. dbra). A IV-es kladba tartozé
peroxiszomalis paradicsom SIPAO4-hez hasonléan (Hao és mtsai.,, 2018) a sostressz
feliilszabalyozta az NtPAO2B és C gének miikodését, ugyanakkor az NtPAO4 gének
kifejezddése csokkent soOstressz alatt (10. abra). A soOstresszhez hasonldéan a sebzés is
feliilszabalyozta az NtPAO2B és C, valamint NtPAO4C ¢és D gének miikddését (10. abra). A
peroxiszomalis PAO gének expresszidjanak novekedése sebzés hatdsara ezzel egyetértésben
megfigyelheté Arabidopsisban és paradicsomban is (Moschou és mtsai., 2008c; Hao és mtsai.,
2018). A PAO altal katalizalt reakciok egyik mellékterméke a hidrogén-peroxid, ami szintén
képes a PAO aktivitasat indukalni (Yoda és mtsai., 2006). A kiilsé6 H20 kezelés rizsben csak a
Il-es kladba tartozo terminalis reakcidt katalizalo OSPAOG expressziojat fokozta és nem volt
hatéassal egyik BC reakciot katalizalo PAO kifejez6désére sem (Sagor és mtsai., 2021). Ezzel
ellentétben dohanyban feliilszabalyozta a BC reakcidt katalizalo NtPAO2A-C, illetve az
NtPAO5 gének, kiilonosen az NtPAOSA gén miikddését (10. 4bra). Osszeségében
megallapithatd, hogy dohanyban az NtPAO gének kiilonb6z6 abiotikus stresszhatdsokra stressz
specifikus expresszids mintdzatot adnak. Az NtPAOS géncsalddon beliil egyes gének a
sostresszre, mig masok a homérséklet valtozasara valaszoltak, mely utobbi szabalyozasaban
feltehetden a IV-es kladba tartozd peroxiszomalis dohany NtPAOk is rész vesznek.
Mindemellett, az NtPAOS5 és NtPAO2 géncsaladokon beliil a funkciok megoszlasa figyelhetd
meg az egyes PAOKk esetében az abiotikus stresszre adott valaszban. Az NtPAO5B ¢és NtPAOSE
sostressz hatasdra expresszalt, de a termoreguldcioban nem vett részt, ezzel szemben az
NtPAOSC ¢és NtPAOSD homérsékleti stresszre fejezddott ki, de sostresszre nem volt érzékeny.
Hasonl6 szubfunkcionalizaci6 figyelhetd meg az NtPAO2 géncsaladdon beliil, ahol az NtPAO2A

hoéstresszre, mig az NtPAO2B sostresszre és sebzésre volt érzékeny.

10.4. Az NtPAQO gének hormonalis szabalyozas alatt allnak

A ndvényi hormonok, mint szabilyozdé molekuldk, a ndvények szamos jelatviteli, -€s
stresszfolyamataban vesznek részt. A streszhormonnak is hivott abszcizinsav (ABS) képes a
H202 termelés indukcidjan keresztiil szamos életfolyamatot befolydsolni, mint példaul a
sztdbmazarodast (Hou és mtsai., 2013), vagy a gyokér novekedését (Wimalasekera és mtsai.,
2015.). Az ABS altal indukalt sztomazarodasban a PAO altali H2O2 jelentségét sz616ben irtak

le (Konstantinos és mtsai., 2010). Bar a promoter analizis soran tobb ABS valasz elemet is
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talaltunk (ABRE, ABRES3; 8. dbra), a 14 NtPAO gén koziil a kiviilrél hozzaadott ABS kezelés
hatasara csak 3 gén (NtPAO24, NtPAO4B és NtPAO4C) miikodése aktivalodott, a tobbi PAO
gén pedig gatlodott (11. abra). Az emlitett 3 gén kiilonbdz6 abiotikus stresszkezelésekre is
indukalodott (10. abra). Miutdn az abiotikus stresszvalaszokban az ABS fontos jelatviteli
kozvetitd (Alcazar és mtsai.,, 2006; Yamaguchi-Shinozakiaib és Shinozaki, 1994),
feltételezziik, hogy az ABS részt vesz ezeknek a PAO géneknek a stressz altali
szabalyozasaban. Az auxin és a citokinin szamos fejlodési folyamatban aktivan kozremiikodik.
Az auxin ¢és a citokinin PAO expressziot befolyasolo hatasat tobbek kézott paradicsomban és
rizsben is leirtdk (Hao és mtsai., 2018; Sagor és mtsai., 2021). Ugyanakkor meg kell emliteni,
hogy a PAO maga is hatassal lehet az auxin és citokinin szintekre. Arabidopsis AtPAOS a T-
Spm homeosztazis szabalyozasan keresztiil befolyéasolja az auxin és citokinin szinteket és ezen
keresztiil a névények novekedési és fejlodési folyamatokat (Wang és mtsai., 2012; Kim és
mtsai., 2014; Alabdallah és mtsai., 2017; Kaszler és mtsai; 2021,2023). Mindemellett, dohany
PAO gének promoter analizise soran szdmos auxin valaszelemet talaltunk (pl. TGA és AuxRR;
8. abra), melyek jelenléte alapjan feltételezhetd, hogy az auxin részt vesz ezeknek a géneknek
a szabalyozasaban. A Ill-as kladban talalhato paradicsom SIPAO7-hez hasonldan, az auxin
jelentés mértékben novelte az ugyanebbe a kladba tartozé dohany NtPAOSC relativ transzkript
szintjét (Hao és mitsai., 2018; 11. abra). RizSben az auxin egyediil a IV-es kladba tartozo
OsPAOS miikddését szabalyozta feliil (Sagor és mtsai., 2021). Ehhez hasonldéan, dohdnyban is
indukalta a kiils6 auxin kezelés a IV-es kladba tartozo gének koziil az NtPAO2 (NtPAO2A-C),
az NtPAOAC és az NtPAO4D expresszigjat (11. abra). Ezzel szemben a citokinin nem
befolyasolta az NtPAO2B, NtPAO4A, NtPAO5C gének kifejezodését, viszont ndvelte harom
NtPAO gén (NtPAO4B és D valamint NtPAO5B) relativ expresszidjat (11. abra). A
gibberelinsav sziikséges a dohany novények viragzasahoz (Gallego-Giraldo és mtsai., 2007). A
dohany NtPAO-ok koziil az NtPAO4D, mely a legmagasabb expressziot mutatta viragban, adta
a legerdsebb valaszreakciot gibberelinsav kezelés hatasara, ami pedig utalhat arra, hogy az

NtPAO4D szerepe a viragzasban is fontos lehet (7 1.dbra).

10.5. Dohanyban a I'V-es kladba tartozo perxiszomalis NtPAO-0k

fontos szerepet jatszanak a protoplaszt kultura fennmaradasaban

Izolalasuk ¢és fenntartasuk soran a protoplasztok szdmos anyagcsere valtozason mennek

keresztiil. Az izoldlas soran a sejtfal enzimatikus eltdvolitdsa torténik, melynek soran ROF
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képzddik, ami nagy mennyiségben felhalmozodva oxidativ stresszt eredményez a sejten beliil
(Anastasia K. Papadakis, 1999; Pasternak és mtsai., 2007). Ha azonban az oxidativ stressz csak
kismértékli, a keletkez6 ROF nélkiilozhetetlen szerepet jatszik a protoplasztok késobbi
regeneralodasaban (Papadakis ¢és Roubelakis-Angelakis, 2005). Az emésztést kovetden,
megfeleld indukcios kornyezetben ugyanis az egyediilalldo protoplaszt sejtek képesek teljes
novénnyé regeneralodni. Ehhez az sziikséges, hogy a protoplasztok osztodjanak, ismét sejtfaluk
képz6djon és differencialodjanak. A folyamatot szamos transzkripcids faktor €s stressz valasz
gén befolyasolja (Chupeau és mtsai., 2013). Bar a PAO-0k miikddése szintén Szorosan
kapcsolodik a novényi stresszvalaszokhoz (Wang és mtsai., 2019; Yu és mtsai., 2019) és
aktivitasuk valtozasat is leirtdk mar tobbek kozott arpa, dohdny és szdld protoplasztokban
(Cervelli és mtsai.,2004; Papadakis és Roubelakis-Angelakis, 2005), részletes adatok a PAO
gének szerepérdl dohdny protoplasztok izoldldsa ¢és fenntartdsa soran mindez idedig nem alltak
rendelkezése. Az altalunk vizsgalt protoplaszt kultiraban féleg a peroxiszomalis lokalizaltsaga
NtPAO gének (NtPAO2B, NtPAO4A, NtPAOAC ¢s NtPAO4D) expresszioja emelkedett meg az
izolalas utan kozvetleniil és magas maradt késébb, a protoplaszt kultira fenntartasa soran is
(12. abra). Ez alapjan feltételezhet6, hogy dohanyban a perxiszomalis NtPAO-ok fontos
szerepet jatszanak a protoplaszt kultira fennmaradasaban. Feltételezhetd, hogy ezek a PAO-ok
a ROF szintek befolyasolasan keresztiil, a redox rendszer szabalyozasan at fejtik ki hatasukat

ebben a folyamatban. Ennek bizonyitdsa azonban tovabbi vizsgalatokat igényel.

10.6. A PAO-0k és a NADPH oxidaz kolcsonhat egymassal

Dohanyban a protoplasztok osztodasa és igy a regenerdlhatdsdga is fiigg az antioxidans
kapacitastol és a ROF szintjét6l. Azok a dohany protoplasztok, melyek kisebb antioxidans
kapacitassal rendelkeznek, tobb ROF-t tartalmaznak és totipotencidjuk is alacsonyabb
(Papadakis és mtsai., 2001). Ugyanakkor a ROF kismértékii emelkedése elésegiti a sejtek
osztodasat (Pasternak és mtsai., 2005). A ROF termelddéséhez a PAO mellett hozzajarulhat a
NADPH oxidaz enzim is. Brassica napus levél protoplasztokban a NADPH oxidaz miikodése
altal keletkezett nagy mennyiségli ROF nem az osztodasi folyamatokat segitette, hanem
programozott sejthalalhoz vezetett (Tewari és mtsai., 2012). Ugyanakkor a ROF szintjének
tulzott mértékli csokkentése ROF kiolt6 DMTU, vagy NADPH oxidaz gatlo DPI
alkalmazasaval, csokkentheti a sejtek osztodasi ratajat (Pasternak és mitsai., 2007). A

poliaminok ¢és NADPH oxidaz enzim kolcsonhatasanak vizsgélatakor dohany protoplaszt
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kultirdban azt tapasztaltadk, hogy a kiils6 poliamin kezelés, kiillondsen a Spd és a Spm,
csokkentette a szoveti izolalas soran a NADPH oxidaz aktivitasa altal keletkezett szuperoxid
gyOkanion mennyiségét (Papadakis €s Roubelakis, 2005). Ugyanakkor, a Spd és a Spm
indukalta a PAO enzimet, ami altal oly mértékben emelkedett meg a H2O> szintje, hogy az
oxidativ stresszt és a protoplasztok pusztulasat eredményezte (Papadakis és Roubelakis, 2005).
Azt, hogy a PAO és a NADPH oxiddz kolcsonhathat e a folyamatban ez idedig még nem
vizsgaltdk. Ahogy azt az el6z6 fejezetben is emlitettem, az NtPAO gének kozil a
peroxiszomalis lokalizacioja NtPAO2 és NtPAO4 gének szerepe feltételezhetd dohany
protoplasztok izolaldsa és fenntartdsa soran a ROF szintek és ezdltal a redox egyensuly
szabalyozasaban. NtIRBOH gének koziil az NtPAO génekkel parhuzamosan, mar az izolalas
utan kozvetleniil nétt az NtRBOHD gén relativ transzkript szintje és magas maradt a kultira
fenntartisa soran is (14. abra). Az RBOH enzim teljes gatlasa DPI-vel, a protoplasztok izolalasa
utan kozvetlenlil nem, de a kultura fenntartdsa soran jelentds mértékben csokkentette az
¢letképességet (13. abra). Ezzel szemben a PAO aktivitas gatlasa Guaz-zal csak atmenetileg és
kismértékben csokkentette a protoplasztok életképességét a kultira fenntartasa kezdetén,
kés6bb azonban mar a kezeletlen kontrollal megegyezd életképességet eredményezett (16.
abra). Az AS-NtRBOHD mutansban nem csokkent le a ROF szintje és az életképeség sem
valtozott szignifikans mértékben a vad tipushoz képest (15-16. adbra). Guaz kezelés hatdsara
azonban csokkent a ROF szintje és a protoplasztok életképessége mind a Guaz-zal kezelt vad
tipust, mind pedig a nem kezelt AS-NtRBOHD mutans protoplasztokhoz képest a kultara
fenntartasa soran (15-16. ébra). Mindemellett, AS-NtRBOHD mutans protoplasztokban az
izolalas utan kozvetleniil csokkent, viszont a kultra fenntartasa soran nétt valamennyi vizsgalt
peroxiszomalis NtPAO gén relativ expresszidja (14. dbra). Ezek alapjan feltételezhetd, hogy az
NtRBOHD negativ szabalyozoja a peroxiszomalis NtPAO (NtPAO2B, NtPAOAC és NtPAO4D)
géneknek a protoplasztok fenntartasa soran. Mind az NtRBOHD, mind pedig az emlitett
peroxiszomalis NtPAO-0k egy pozitiv visszacsatolasi kor részét képezhetik, ami biztositja a
ROF optimalis szintjét a protoplasztok izoldlasa és fenntartdsa soran. Ezt a feltételezésiinket
alatamasztja, hogy bar az AS-NtRBOHD mutans protoplasztokban megemelkedik az NtPAO2
¢s NtPAO4 gének relativ expresszidja, a protoplasztok életképessége és ROF szintje a vad
tipushoz képest nem valtozik, ugyanakkor a mutans érzékenyebb a PAO-ok Guaz-zal torténd

gatlasara (14-16. abra).
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10.7. AtPAQOS és az AtRBOHD egyiittmiikodik az

oldalgyokérprimordiumok hajtasmerisztémava torténo

atalakitasaban

A PAO és NADPH oxidaz kozotti kdlcsonhatast a novények stressz valaszai sordn mar szamos
tanulmanyban igazoltak (Andronis ¢és mtsai., 2014; Gémes ¢és mtsai., 2016; Toumi és mtsai.,
2019; Demiralay és mtsai., 2022). A novények fejlodési valaszaiban azonban a két enzim
kozotti kapesolatot még nem vizsgaltak. Annak érdekében, hogy fiziologias allapotok mellett
is informaciot kapjunk arrol, hogy hatassal van-e egyes RBOH gének hianya a PAO-ok, illetve
egyes PAO-ok hianya az RBOHD és RBOHF kifejezddésére, Arabidopsis csirandvényeket
hasznaltunk. Eredményeink alapjan feltételezhetd, hogy az AtRBOHD negativ szabalyozdja az
AtPAO1, az AtPAOS és kiilondsen a peroxiszomalis AtPAO3 génnek. Az AtRBOHF ehhez
hasonloan szintén leginkabb az AtPAO3 gén mukodését szabalyozza alul (17. abra). Az
AtPAO3 ugyanakkor nem befolyasolja sem az AtRBOHD, sem pedig az AtRBOHF gének
kifejezddését (18. é&bra). Az AtPAO2, az AtPAO4 ¢és az AtPAOS5 pedig feltehetéen
alulszabalyozza az AtRBOHD ¢és F géneket (18. abra). Kordbban kimutattak, hogy az AtPAOS
fontos szerepet jatszik az oldalgyokérprimordiumok citokinin  indukalt  direkt
hajtadsmerisztémava torténd atalakuldsaban Arabidopsis ndvényben (Kaszler €s mtsai., 2021;
2023). Az RBOH szerepét a folyamatban azonban nem vizsgaltdk. Erdekes médon, bar az
AtRBOHD kifejezddése nem valtozott, az AtRBOHF pedig alulszabalyozott volt a direkt
hajtasmerisztémak kialakulasa soran, rbohd mutansban szignifikansan nétt a képzodott
regeneratumok szama (19. abra). pao5-2 mutans ndvények kisebb regeneracios hatékonysagot
mutatnak az oldalgy6kérprimordiumok hajtasmerisztémava torténd atalakuldsa soran (Kaszler
és mtsai., 2023). Ezekben a mutinsokban eredményeink alapjan az AtRBOHD gén
fellilszabalyozodik a direkt hajtasmerisztémak kialakuldsa soran. Miutan az AtPAOS az
oldalgyokérprimordiumok hajtasmerisztémava torténd direkt atalakitdsaban nem a ROF szintek
befolyasolasan, hanem a T-Spm homeosztazis szabalyozasan keresztiil vesz részt (Kaszler és
mtsai., 2021; 2023), feltételezhetd, hogy a T-Spm az AtRBOHD pozitiv szabalyozdja a
folyamatban. Ezt alatdmasztjak kiilsé T-Spm kezeléssel veégzett kisérleti eredményeink, mely
soran az AtRBOHD kifejezddését illetden, a pao5-2 mutans novényekkel megegyezo eredményt
kaptunk (20. abra). Mindemellett az AARBOHD negativ szabalyozoja lehet az AtPAO5-nek (20.
abra). Mivel a ROF szintek az oldalgyokérprimordiumok hajtadsmerisztava torténd atalakuldsa

soran a pao5-2 mutansban a vad tipushoz képest nem kiilonboztek (Kaszler és mtsai., 2023),
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mindemellett mind a NADPH oxid4z, mind pedig a PA/PAO hatésat szabdlyozhatja a Ca®* (Wu
¢és mtsai., 2010; Kadota és mtsai., 2015; Scholz és mtsai., 2020), feltételezheté egy RBOHD-
PAO5-T-Spm-Ca?* jelatviteli kapcsolat a folyamat soran. Ennek alatdmasztisa azonban

tovabbi vizsgalatokat igényel.

11. Osszefoglalis

A poliamin oxidazok fontos szerepet téltenek be a poliaminok homeosztazisanak és a reaktiv
oxigénformak szintjének szabalyozdsaban. A PAO géneket és azok funkcidit mar szamos
fajban azonositottdk, dohanyban azonban mindez idedig atfogo, az 6sszes PAO génre kiterjedo
vizsgélat nem tortént. Munkdm soran ezt a hidnyt igyekeztem potolni. Szekvencia analizis
segitségével tizennégy PAO gént azonositottam, melyeket filogenetikai analizis alapjan 5
kladba soroltam. Az I-es kladba az NtPAO1(A-B), a Ill-as kladba az NtPAO5(A-E), mig a IV-
es kladba a peroxiszomalis lokalizacioju NtPAO2(A-C) és NtPAO4(A-D) dohany PAO gének
tartoznak, mig a Il-es és az V-0s kladba egyetlen dohany NtPAO gén sem tartozik. Az egyes
dohany NtPAO-ok gének szerepének tisztazasahoz, megvizsgaltam azok szervspecifikus
kifejezddését, valamint kiilonbozd abiotikus stresszvélaszokban és fejlddési valaszokban vald
részvételét. Az NtPAO1L és NtPAO4 leginkabb a viragban, az NtPAO2 ¢s NtPAOS gének pedig
leginkéabb a szarban fejezddnek ki. A termoregulacio szabalyozasaban leginkabb a IV-es kladba
tartozo peroxiszomalis PAO-ok (NtPAO2A, NtPAO2C, NtPAO4A-D) vesznek részt. A sostressz
elsésorban az NtPAO2B-C, illetve az NtPAOS(E és B), mig a sebzés az NtPAO2B-C, az
NtPAOA4C-D, illetve az NtPAOS5A és NtPAOSC gének miikddését szabalyozza feliil. A promoter
analizis, valamint az abiotikus stresszben val6 részvétel alapjan feltételeztiik az egyes NtPAO
gének hormonalis befolyasolhatosagat. Az abiotikus stresszvalaszokban indukalodd NtPAO2A,
NtPAO4B és NtPAOAC expressziojat az ABS is feliilszabalyozta, ami 4ltal feltételezhetd az
ABS hatasa ezeknek a géneknek a stressz alatti indukcidjaban. A tobbi ndvekedésszabalyozo
hormonra adott valasz alapjan feltételezhetd, hogy az NtPAO-ok fontos szerepet jatszanak a
novények novekedésének és fejlodésének szabalyozasaban is, mint pl. az NtPAO4D a
viragzasban. Az NtPAO-o0k szerepét a protoplasztok izolalasa és fenntartasa soran is igazoltuk,
melyben a peroxiszomalis NtPAO-0k feltehetden a redox egyensuly szabalyozasaval vesznek
részt. A protoplasztok fenntartasa soran a peroxiszémalis NtPAO gének (NtPAO2B, NtPAO4C
és NtPAO4D) miikodését az NtRBOHD alulszabalyozza. Mind az NtRBOHD, mind pedig a

peroxiszomalis NtPAO-0k egy pozitiv visszacsatolasi kor részét képezhetik, ami hozzajarul a
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redox egyensuly fenntartdsdhoz a protoplasztok izoldldsa és fenntartdsa soran. Az AtPAOS
egyiittmiikodését az AtRBOHD-vel Arabidopsis direkt organogenezise soran is megfigyeltiik.
A T-Spm az NtRBOHD feliilszabalyozasaval gatolta az oldalgyokérprimordiumok direkt
hajtadsmerisztémava torténd atalakuldsat. A direkt hajtdsmerisztémak kialakuldsa soran
eredményeink alapjan feltételezheté egy RBOHD-PAOS5-T-Spm-Ca?* jelatviteli kapcsolat,

ennek bizonyitasa azonban tovabbi kisérleteket igényel.

12. Summary

Polyamine oxidases play importan role in the regulation of polyamin homeostasis and the level
of reactive oxygen species. Even though PAO gene families and their function have been
demonstrated in several species, little is known about PAOs in tobacco. In this study, based on
sequence analysis, fourteen PAO genes were unravelled in tobacco genom. Based on
phylogenetic analysis, plant PAOs could be categorized into five clades, of which NtPAO1s (A-
B) belong to clade I, NtPAO5s (A-E) to clade Ill, the residual seven with peroxisomal
localization (NtPAO2s and NtPAO4s) to clade IV and none of the NtPAOs to clade 11 and clade
V. To understand the roles of fourteen tobacco NtPAOSs, organ specific expression and their
expression profiles under different abiotic stress and developmental processes was
characterized. Transcript level of NtPAO1 and NtPAO4 genes were abundant in flowers, while
MRNA level of NtPAO2 and NtPAO5 genes were higher in stems. Possible involvement of
clade IV member NtPAOs (NtPAO2A, NtPAO2C, NtPAO4A-D) in thermoregulation was also
shown. Transcript level of NtPAO2B-C and NtPAOS5(E,B) was upregulated by salt stress, while
wounding induced the expression of NtPAO2B-C, NtPAO4C-D, NtPAO5A and NtPAOS5C
genes. Based on the results of in silico analysis of tobacco PAOs promoter, influence of
different plant growth regulators on expression of NtPAOs was also suggested. In responses to
abiotic stresses, a possible common signal mediator is ABA. Thus, NtPAO2A, NtPAO4B and
NtPAO4C induction by abiotic stresses may be explained by ABA involvement. Based on the
response of NtPAO genes for other plant growth regulators, it can be hypothesized that NtPAOs
play important role in the regulation of plant growth and development, for instance NtPAO4 in
flowering. Based on our results, during the isolation and maintnance of tobacco protoplast,
regulatory role of peroxisomal NtPAOs in redox balance was also suggested. Furthermore,
supposedly peroxisomal NtPAOs (NtPAO2B, NtPAO4C és NtPAO4D) were downregulated by

NtRBOHD in this process. Presumably, they form a positive feed back loop, which contributes
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to the maintenance of redox balance. Moreover, cross talk between AtPAOS5 and AtRBOHD
during the direct conversion of lateral root primordia to shoot meristem in Arabidopsis was also
suggested in this study. Supposedly, in this process, upregulation of NtRBOHD by T-Spm
inhibited the formation of direct shoot meristem. Based on our results we hypothesized an
RBOHD-PAO5-T-Spm-Ca2* signalling network during the conversion of lateral root primordia
to shoot meristem, however it needs to be proved.
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16. Fiiggelék

/

NtPAO1
MPAO1 5

1. Fiiggelék. PAO-0k filogenetikai kapcsolata. A fa 43 novényi PAO aminosav szekvencia
alapjan késziilt ClustalW illeszté algoritmussal illesztett, Neighbor-Joining filogenetikai
rekonstrukciohoz a JTT matrix-alapu modellt alkalmaztuk. A kladok tamogatottsagat
nemparaméteres bootstrap modszerrel becsiiltiik meg, 1000 ismétlést végezve.

Az illesztéshez és a filogenetikai fa a MEGA1Llszofiverrel késziilt (Tamura és mtsai., 2021)
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AtPAO1 AtPAO2 AtPAO3 AtPAO4 AtPAOS

NtPAO1_A 70.7%
NtPAOL B 69.2%
NtPAO2_A 18.8%
NtPAO2_B 21.7%
NtPAO2_C 21.6%
NtPAO4_A 23.4%
NtPAO4 B 23.0%
NtPAO4_C 22.8%
NtPAO4_D 23.9%
NtPAO5_A 18.8%
NtPAO5_B 19.4%
NtPAO5_C 18.0%
NtPAO5_D 18.6%
NtPAO5_E 18.9%

24.7%
24.2%
67.6%
77.8%
74.9%
56.4%
59.2%
62.1%
64.9%
22.0%
21.2%
21.3%
20.8%
22.4%

22.5%
22.2%
64.6%
74.8%
73.0%
56.0%
59.2%
61.4%
64.5%
21.2%
20.4%
20.4%
20.0%
21.6%

24.4%
24.0%
48.6%
57.2%
57.4%
62.5%
65.0%
65.2%
68.2%
21.2%
20.1%
20.6%
20.1%
21.8%

18.0%
17.7%
17.1%
18.9%
19.8%
18.4%
18.1%
19.7%
19.4%
56.9%
57.9%
51.6%
56.7%
56.4%

o2

MO3

Ht13

ht14

Mt17

2. Fiiggelék Arabidopsis thaliana és Nicotiana tabacum Poliamin oxidaz fehérje szekvenciak
hasonlosag matrixa. Fehérje szekvencia illesztés a ClustalW algoritmus alapjan MEGAII
programban.

Nt19

3. Fiiggelék. Dohany kromoszomakon a genom dsszerendezés alapjan meghatarozhato
NtPAO gének elhelyezkedése A poziciok meghatdrozasa a N.tabacum cv. K326 genom
szekvencidajabol PRINA376174(Edwards és mtsai., 2017). A TBtools segitségével.
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Gén

Gén

azonosito

Fehérje

azonosito

AtPAO1

AT5G13700

NP_196874.1

AtPAO2

AT2G43020

NP_181830.1

AtPAO3

AT3G59050

NP_191464.1

AtPAO4

AT1G65840

NP_176759.1

AtPAOS5

AT4G29720

NP_194701.1

4. Fiiggelék. Arabidopsis

thaliana PAO gének

és fehérjék azonositoi.

TAIR

(https://www.arabidopsis.org/).

Prediktalt lokalizacio

NtPAO1 A

vacu: 8, chlo: 2, nucl:

1, plas: 1, extr: 1, golg: 1

NtPAO1 B

vacu: 8, chlo: 2, nucl:

1, plas: 1, extr: 1, golg: 1

NtPAO2_A

pero: 4, chlo: 3, E.R.:

3, plas:

2, cyto: 1, vacu: 1

NtPAO2 B

plas: 5, E.R.: 5, vacu:

2, chlo:

1, pero: 1

NtPAO2_C

plas: 5, E.R.: 5, vacu:

2, chlo:

1, pero: 1

NtPAO4_A

pero: 6, E.R.: 3, plas:

2, chlo:

1, cyto: 1, vacu: 1

NtPAO4 B

pero: 7, E.R.: 3, plas:

2, chlo:

1, vacu: 1

NtPAO4_C

chlo: 4, E.R.: 3, pero:

3, plas:

2, cyto: 1, vacu: 1

NtPAO4_D

pero: 4, chlo: 3, E.R.:

3, plas:

2, cyto: 1, vacu: 1

NtPAOS_A

nucl: 5, cyto: 5, mito:

1, plas:

1, pero: 1, cysk: 1

NtPAOS5_B

nucl: 5, cyto: 5, mito:

1, plas:

1, pero: 1, cysk: 1

NtPAO5_C

cyto: 7, nucl: 3, pero:

2, chlo:

1, mito: 1

NtPAOS_D

nucl: 7, cyto: 5, chlo:

1, mito:

1

NtPAOS5_E

nucl: 6, cyto: 4, chlo:

1, mito:

1, pero: 1, cysk: 1

5.  Fiiggelék.

Nicotiana

tabacum

PAO

enzimek  feltételezett

lokalizacioja.

vac:vakuolum,chlo:kloroplasztisz;nucl:sejtmag:plas:plasztisz, extr:extracellularis; golg:golgi;
pero:perosziszoma, cyto: citoplazma; mito:miokondrium PSORT (https://wolfpsort.hgc.jp/).
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NtPAOl A
NtPAOl B
AtPAOl

NtPAO2 A
NtPAO2 C
NtPAO2 B
AtPAO2
AtPAO3
AtPAO4
NtPAO4
NtPAO4
NtPAO4
NtPAO4
AtPAOS
NtPAOS
NtPAOS
NtPAOS
NtPAOS
NtPAOS

oOwy

P T T T T

wowmmo

3 660 el 680

ML TGS TQAETVSSLHKCDIPRQLFLSNBKLELPEA

ALTGSETHETQAETVSSLHKCDI PROQLFLSNBKLELPEA

IBEAFTES THQKPNNSQIYTNVK--—-FISGES~p~~~~

BEERHGE FEPVMGE-—---- ET--LIPILI it

WY rERHGE FEPVMGE----- ET--LIPILI dadadote

~

BEERYGE FQPVMGE-—--- DTPVAVPLLI
BIERYGERDEFQPVMGE————— EGPASVPLLI
PeERYGES---EHEMEE--—--- EAPASVPLLI

~

~

~

e

~ o~

~

~

~nan
KHFQC, e A A e A A A A A A
NHYH e s e e
NHYHEWIDEE~ ~ ~ ~ v v v v v v v v v v v e s e e e e
QHYHC e e e e A A A e

QHYHC B B e B s s s e B e s I P i e B e P I B s s i e P e B e e

WE RE e Ee e we e we we R we e wE e we o we we we ww

493
502
472
426
508
510
490
488
497
468
498
507
481
533
543
531
536
539
533

6. Fiiggelék. Dohany és arabidopsis PAO fehérje szekvencia illesztés ClustalW(MEGAII,
abradzolva genedoc2.0). A fehérje szekvenciak C termindlis végén taldlhato peroxiszomalis
transzport szigndl pirossal bekeretezve.

= 20 * 40 *
ZmPAOL @ ~~~~~sasassa~s~MSSSPSFGLLALAAVLLALNLAQHGSEEATVGPRISEAENSY
NEPAOL A I ~rnvamamanmmma s s a s v o o A A o s v e e e e Y
NEPRAOL B § ~aatamaaiaasn a4 e e
ALPAOL 1 ~evmaammmm s aaam s am s ar o o e e e e G — — A

54
28
28
25

7. Fiiggelék. Dohany, arabidopsis és kukorica PAO fehérje szekvencia illesztés ClustalW

(MEGAL1; dbrazolva genedoc2.0). Pirossal jellve a kukorica extracellularis

szignal(Tavladoraki és mtsai., 2006) szekvencidja.
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oxidase 5

(4084..5978,

. o e o MRNS azonositod Gén pozicié mMRNS Fehérje a.s. o
Gén neve (a) Azonosito (a) Uj név @) scaffold(a) (bp) CDS (bp) azonosito (a) hossz azonosito (b)
— NW._015864215.1 )
polyamine oxidase 1 | LOC107832568 | NIPAOL A | NM_oo1sz62622 | NorZ S 200 | 1a88 | 76.1563 | NP_001313211.1 | 495 | Nitabd.5_0000707g0200.1
polyamine oxidase 1- | | 107788770 | NIPAOL B | XM_016610479.1 | NW_O15916267.1 1 10 | 111 1454 | XP 0164650651 | 447 | Nitabs.5_0008441g0030.1
like (46836.53239)
probable polyamine NW_015876609.1 XP_016436167.1 .
le poly2 LOCL07762338 | NIPAO2_A | XM_016580681.1 | hy 0o OT0P | 2235 | 490..1956 488 | Nitab4.5_0002015g0070.1
probable polyamine | | 107799820 | NtPAO2 B | XM_016622969.1 | NW-OIS9BITI8L | ooy | g3 1915 | XPO1B47BADS. | g0 | Nitaba5_000766590030.1
oxidase 2 (28305..34373, 1
probable polyamine NW_015901231.1 XP_016451254. .
ole poly? LOC107775961 | NiPAO2_C | XM_016505768.1 | (1570 St | 2205 | 5502025 > 488 | Nitab4.5_0004862g0070.1
probable polyamine || 107775720 | NtPAO4 A | XM_016595473.1 | NW_O159009521 |19 | gg 1333 | xP 0164509591 | 416 | Nitabd.5_0000091g0280.1
oxidase 4 (12745..17683
probable polyamine NW_015932137.1 XP_016478718.1 .
ol pob LOC107800087 | NiPAO4_B | XM_016623232.1 | V008 2199 | 470.1957 495 | Nitab4.5_0001374g0220.1
probable polyamine | | 5107761719 | NtPAO4 C | XM_016579980.1 | NW-015874368.1 | 555 | 1085 2572 | XP_016435466.1 | 495 | Nitab4.5_00034120030.1
oxidase 4 (104479..111727
probable polyamine NW_015954488.1 .
ol ol LOC107812697 | NiPAO4_D | XM_016637848.1 | (0PIt | 2004 | 468.1667 | XP_016493334.1 | 399 | Nitab4.5_0000483G0140.1
probable polyamine | | 17813705 | NtPAOS A | XM 016639103.1 | NWOLST8II06.L | g0y | 17, 17g4 | XP-O16494589.11 oo | Nitaba 5 00049780010.1
oxidase 5 (85803..87734)
probable polyamine NW_015920426.1 .
ole boly2 LOC107791914 | NIPAOS_B | XM_016614062.1 | "o PO | 2264 | 403.2004 | XP_016469548.1 | 533 | Nitab4.5_000331050050.1
probable polyamine NW_015903755.1 XP_016453896. .
ole Poly2 LOCLO7778186 | NtPAOS_C | XM 0165084101 | N ¥Rrnd | 1785 | 49.1680 > 543 | Nitab4.5_0008523g0010.1
probable polyamine NW_015887926.1 .
ole boly2 LOCLO7767845 | NtPAOS D | XM_016586944.1 | "i-0r9800000- | 2466 | 562.2181 | XP_016442430.1| 539 | Nitabd.5_000009500080.1
probable polyamine | | 17765565 | NtPAOS_E | XM_016584233.1 | NW-OI5794575.1 | 1gq5 | 183 1778 | XP-016439719.11 5ar | Nitaba5_0016456g0010.1

8. Fiiggelék: Nicotiana tabacum PAO gén, mRNS, fehérje azonosito adatai. A felhasznalt adatok az NCBI adatbazis
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov). alapjan. Az elérhetd Nicotiana tabacum TN90, genom szekvendlas projektbél PRINA319578 2 (Sierro és mtsai
2014) és a Nicotiana tabacum K326 genom projektbél ( PRINA376174)° (Edwards, K. és mtsai. 2017) szdrmaznak.
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GEN Azonosité MRNS Azonosité Primer szekvencia 5'->3'

NtPAOL A LOC107832568 XM_016610479.1 ‘;‘;:/"g’fsrg %?gﬂééﬁ%%@ﬁ%ﬁ%
NtPAOL B LOC107788770 XM_016610479.1 ‘:C;L";’f‘;g ggg%%i%i%fg g;gégi c
NtPAO2 A LOC107762338 XM_016580681.1 ‘;‘;:/"g’fsrg gg%%g%@ﬁ%%éiﬁ%ﬁ%
NtPAO2_B LOC107799822 XM_016622969.1 ‘:C;L"g’f;g g?g?g?&gg;%;ﬁﬁ&iﬁ%%&
NtPAO2_C LOC107775961 XM_016595768.1 ‘;‘;:/";’f;g $¢§S§§;AG%%TGAAGA%AG'2AGCAA&CA
NtPAO4 A LOC107775720 XM_016595473.1 ‘:2(/":?;3 %Eﬁ?géégiéég%i?iﬁ
NtPAO4 B LOC107800087 XM_016623232.1 ‘;‘;(/"g’f;g (T;%iCCgACGC%GCATTATCTACAC?TGTGCAATTT
NtPAO4 C LOC107761719 XM_016579980.1 ‘;Z:/";’f;g ggiiﬁégggﬁggﬁﬁg%ﬂi
NtPAO4 D LOC107812697 XM_016637848.1 ‘;‘;(/"g’f;g ;ﬁﬁgﬁég%gég%ﬁﬁgggﬂ
NtPAO5_A LOC107813795 XM_016639103.1 fr‘;:/";’fsrg %ﬁTT cCTT gg%iﬁ%}fgg:;gg?
NtPAO5_C LOC107778196 XM_016598410.1 ‘;‘;L"(‘e’fsrs %ﬁfg g ggfgg&%@%?gﬁ% =
NtPAO5 D LOC107767845 XM_016586944.1 ‘;Z:/V;’fsrg glg;%;%igﬁfgg%ﬁiﬁg;
NtPAO5_E LOC107765565 XM_016584233.1 ‘;‘;L"(‘e’fsrs X%%i%:cciﬁiigg CGTAGTCCCCA
NtRBOHD EF366670 XM_016650414.1 ‘;Z:/V;’fsrg gg%ﬁiﬁggii&ggﬁ; GG .

Nt Actin-97-like LOC107804820 XM_016628756.1 fr:/"é‘)’fsrg iﬁggg%giﬁ;ggﬁggc

9. Fiiggelék. Génexpresszos vizsgalatok (RT-qPCR) soran hasznalt primer szekvenciak. A dohanyban stabilan kifejezodo Actin 97like és L25-6t
referenciagénként hasznaltuk.
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GEN Azonosité MRNS Azonosité Primer szekvencia 5'->3"
ApAoL | ARSO | e [ er lorecedieiom
APAGE | PP | weawms [l lenmeeonoo
ApA0r | e | weusen | e {meicectiocer
R e ="
apAGs | smamm | wiumms | emes lomeerocrcrr
ARBOND | oo | wmmsa | bwe eomerereerer
P R Y T e 0
apzAAs | smomm | womms | imei luecoicoues
musgr | smoss | s | Jeomctomecion

10. Fiiggelék.Génexpresszos vizsgalatok (RT-qPCR soran hasznalt primer szekvenciak. Az arabidopsisban stabilan kifejez6dé UBQ1 és
PP2A_A3 gént referenciagénkent hasznaltuk.
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NtPAO2_A NtPAO2_B NtPAO2_C NtPAO4 A | NtPAO4_B NtPAO4_C NtPAO4 D NtPAO5_A NtPAO5_B NtPAO5_C NtPAO5_D NtPAO5_E
ABRE ERE ABRE ABRE ABRE ABRE ABRE GATA-motif ABRE AuxRR-core ABRE ABRE
ARE GC-motif DRE core DRE1 G-box ABRE3a G-Box TCA-element ABRE3a DRE1 ABRE3a G-Box
ERE LTR ERE ERE GC-motif ABRE4 MBS TGACG-motif ABRE4 ERE ABRE4 MBS
G-box MRE GARE-motif G-box MRE ARE MRE DRE core TC-rich repeats ARE TGACG-motif
MYB MYB G-box TCA GATA-motif P-box GATA-motif TCT-motif G-box TGA-element
TGACG-motif TGACG-motif GC-motif TGA-element G-box TATA-box G-box TGACG-motif LTR W box
TGA-element MYB WUN-motif MBS TCA-element LTR WRE3 MBS
WUN-motif TCA-element W box TCT-motif MBS WUN-motif P-box
W box WUN-motif P-box TCA
TCA-element TCA-element
TCT-motif W box
W box WUN-motif
WUN-motif

11. Fiiggelék NtPAO gének promoter régioinak az analizise. A PAO gént kodolo régio eldtti 1800bp- szakaszon a Plant Care adatbazis
alapjan azonositott szabalyzo elemek koté helyei a TBtools dltal abrdazolva. Roviditések: TGACG-motivum -Jazmonsav vdlasz elem koté
helye. Az ABRE; ABRE3 (abscisic acid response element3), -abszcizinsav valasz regulator. A DRE (drought-responsive element) és MBS -
szarazsag stresszhez kapcsolt elem. A TCA motivum -szalicilsav valasz. Az ERE (Ethylene-responsive element) -etilén valasz elem. A W-box
és WUN motivum -sebzés vdlasz. A P-box (GA responsive element) és a GARE: -gibberelin sav vdlasz reguldtor. A LTR (low-temperature
responsiveness) -hideg stressz vilasz. A GATA-motivum és G-box -fény szabdlyozott elemek. A GC-motivum; TGA, és AuxRR (auxin-
responsive region):-auxin szabadlyozott valasz elem; Tc-rich: -védelem és stressz valaszhoz kothetd motivum.
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