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1. BEVEZETO

A mezdgazdasdg szamara nagy jelentdséggel birnak azok a modszerek, amelyek a
novények vegetativ szaporitdsan alapulnak. Ezek egyike az indukalt organogenezis, ami teljes
1étezik, mellyel de novo hajtasmerisztéma (HM) képzésén keresztiil lehet novényi egyedet
l1étrehozni. Az in vitro regeneracio sikere tobb tényezotdl is fligg, mint példdul a megfeleld
genotipus, az explantum, a megfelel6 kornyezeti feltételek és optimalis hormonkombinaci6. A
legtobb regeneracios rendszerben két Iépésben, indirekt uton, kalluszatmeneten keresztiil
valtjak ki a HM megjelenését, azonban ez akar kdzvetleniil is megvaldsithato. Ebben az esetben
az oldalgyokér primordiumoknak azt a képességét hasznaljak ki, hogy megfeleld citokinin
koncentracié alkalmazasa mellett sejtjei képesek a sejtsorsvaltasra és HM létrehozasara.
Ugyanis a de novo hajtasregeneracio egyik fo szabalyozoéja, az auxin mellett, a citokinin, igy
annak endogén szintje, valamint megfeleld érzékelése és jelatvitele kiemelt fontossdgi a
folyamat szempontjabol. A citokinin jelatvitel szabalyozasdban fontos szerepet jatszanak a
hisztidin kindz receptorok, valamint az A- és B-tipust citokinin valaszregulatorok, melyek
koziil elébbiek a citokinin jelatvitel negativ, mig utébbiak annak pozitiv szabalyozoi.

A poliaminokrdl kimutattak, hogy bizonyos fejlédési folyamatok soran kolcsonhatasba
lIépnek az auxinnal és a citokininnel. Mind szintézisiik mind lebontasuk dontd szerepet jatszik
a novények novekedésében ¢€s fejlodésében. A hajtasregeneracio soran a citokininvalaszokat a
poliaminok mellett szdmos egyéb utvonal is befolydsolhatja, mint példaul a hemoglobinok
expresszioja vagy a nitrogén-monoxid (NO) szint. A hemoglobinok befolyasolhatjak az indirekt
hajtasmerisztémak kialakulasat a citokinin észlelésben és jelatvitelben szerepld gének és ezaltal
a citokinin érzékenység befolyasolasan keresztiil.

Mivel a hemoglobinok képesek a NO megkotésére, a NO is kozvetitheti a citokinin
jelatvitelre gyakorolt hatdsukat. Ugyanakkor a citokinin vélaszok kialakitasaban a NO-nak is
lehet szerepe. Ismert, hogy a NO termelését eldsegithetik a poliaminok (PA-k), tovabba
bioszintézisiik prekurzora, az L-arginin is NO-forrasként szolgalhat. Valamint a NO képzddését
Osszefliggésbe hoztak a PA katabolizmussal is.

Szamos kisérleti adat utal arra, hogy a PA-k, a hemoglobinok és a NO befolyésolhatjak
egymas hatasat a citokinin fiiggd véalaszok soran. Munkam soran ennek a lehetdségét vizsgaltam
meg egy erdsen citokininfiiggd folyamatot, az oldalgyokér primordiumok hajtdsmerisztémava

torténd kozvetlen atalakulasa soran ludfii novényekben.



2. IRODALMI ATTEKINTES

Az eldlények az életciklusuk soran folyamatosan ki vannak téve fizikai sériiléseknek,
igy az o6ket ért karosodas csokkentése érdekében képessé valtak arra, hogy 1j szovetet vagy
szerveket hozzanak létre. Ez a regeneracid, amely konzervalt valaszfolyamatnak tekinthetd. A
regeneraciora valo képesség a novények életében, helyhez kotott €életmodjuk miatt, sokkal
nagyobb jelent6séggel bir, mint az allatokban (Birnbaum és Sanchez Alvarado, 2008). A
novények figyelemre méltd fejlodési plaszticitassal rendelkeznek, hidnyz6 szovetek vagy
szervek poétlasan til egyediilalld modon, a sériilt szervbol akar egy teljesen Uj egyed
létrehozasara is képesek (Pulianmackal és mtsai., 2014). Ezek alapjan a magasabb rendii
novényeknél, megkiilonboztetjikk a szoveti regeneraciot, ami sériilt szovet potlasat, a de novo
organogenezist, ami egy teljes szerv létrehozasat jelenti és a szomatikus embriogenezist, mely
folyamat soran egy vagy tobb testi sejt embriova fejlodik, majd 1étrehoz egy uj novényegyedet

(Xu és Huang, 2014; Fehér és mtsai., 2016; Fehér, 2019).

2.1 Organogenezis

A de novo organogenezis egy olyan regenerativ folyamat, amely soran pluripotens
sejtekbdl egy merisztematikus kozpont alakul ki, amely azutan képes 1étrehozni az 0j szervet (
Xu és Huang, 2014; Lardon és Geelen, 2020). Természetes (in planta) koriilmények kozott
elsdsorban a sebzés valtja ki, de a sejtfal eltavolitasa vagy bioszintézisének hibaja (Avivi és
mtsai., 2004; Krupkova és Schmiilling, 2009), biotikus és abiotikus stresszorok (Tu és mtsai.,
2021; Tran és mtsai., 2023) is el6idézhetik a folyamatot. Organogenezis azonban nemcsak
természetes kortiilmények kozott valosulhat meg, hanem mesterségesen (in vitro) is kivalthato.
In vitro rendszerekben a ndvényi regeneracio hatasat szamos tényezdé befolyasolja, igymint a
valasztott explantum, a kornyezeti tényezdk, a kiilséleg alkalmazott hormonok, valamint a
szovetkultura azokra adott valaszai (Bernula és mtsai., 2020). A folyamat torténhet kdzvetleniil,
kallusz atmenet nélkiil (direkt organogenezis) vagy kozvetve, kallusz képzddéssel (indirekt
organogenezis). A kallusz egy atmeneti szovet, a sejt €s szdveti identitdsukat vesztett, 0osztodo
sejtek heterogén halmaza, melynek bizonyos sejtjei pluripotensek. A hormonok koziil
kiemelkedd jelentdségli az auxin és a citokininek szerepe, de szdmos mas hormon is szerepet
jatszik a folyamat szabalyozasaban (Su és Zhang, 2014). Az auxin-citokinin arany képes
befolyasolni a regeneracios folyamatokat. Magas auxin €s alacsony citokinin (CK) arany
mellett gyokérfejlodés, mig magas CK, alacsony auxin arany mellett hajtasregeneracio

figyelheté meg. A két hormon kiegyenlitett hatasa pedig kallusz képzddést eredményez. Ez a



felfedezés eclbsegitette az in Vvitro organogenezis rendszerek létrehozasat tobb szaz
novényfajban, koztiik Arabidopsis thaliana (kozonséges ludfii, At) novényekben is (Ikeuchi és
mtsai., 2016; Bernula és mtsai., 2020). Az in vitro organogenezis egy tobblépcsds folyamat,
amely az alapito sejtek specifikaciojabol, a kallusz/primordium kialakulasabol, az organogén
kompetencia megszerzésébol, a fejlddé primordiumok szervazonossaganak rogzitésébdl és a

szerv kifejlddésébal all (Motte és mtsai., 2014).

2.1.1 A hajtas de novo organogenezise

A legtobb rendszerben hajtas in vitro organogenezise indirekt modon, két egymast
kovetd inkubacios 1épéssel valosul meg: az explantum auxinban gazdag kalluszindukcios
taptalajon (callus-inducing medium, CIM), majd citokininben gazdag hajtasindukcios
taptalajon (shoot-inducing medium, SIM) torténd inkubaciojaval (Che és mtsai., 2007). Ezzel
szemben direkt rendszerekben a citokininnel torténd kezelés, akar auxin kezelés nélkil is,
eredményezhet hajtas kialakulast (Atta és mtsai., 2009; Radhakrishnan és mtsai., 2018). A de
novo hajtas organogenezisben (de novo shoot organogenesis, DNSO) mind a CK, mind pedig
primordiumok kialakuldsat és az organogén kompetencia megszerzését az auxin, mig a fejlédo

primordiumok hajtasidentitasanak kialakulasat a CK szabalyozza (Motte és mtsai., 2014).

A kozvetlen és az indirekt hajtds organogenezis a megfelelé morfogenetikus
szakaszokhoz kapcsolodo sejtszintii és genetikai események hasonld sorozatan keresztiil zajlik,
fiiggetlentil a lathatd kalluszszdvet jelenlététdl vagy hidnyatol (Raspor és mtsai., 2021).
Korabban ugy gondoltdk, hogy a DNSO soran a folyamatban részt vevd sejtek
dedifferencialédas révén valnak pluripotenssé. Szdmos bizonyiték utal azonban arra, hogy a
DNSO-ban egy, a normal novekedés soran a szovetek differencialodasa utan is megmarado,
6ssejt populacio vesz részt (Mufioz és mtsai., 2017). Arabidopsis gyokér- €s hipokotil
explantumok esetén kimutattak, hogy a kallusz-indukalé6 médiumon kialakul6é primordiumok a
xilém polusokkal szomszédos periciklus sejtek osztdodasaval jonnek létre. Ezek nem valddi
kallusz szovetet hoznak létre, hanem rendezett strukturaval birnak, ami az oldalgyokér
merisztémara hasonlit és gyokér merisztéma-specifikus géneket expresszalnak. Mindemellett
megfigyelték, hogy kallusz-indukaléo médium helyett, csak auxint tartalmazo taptalajon az
explantumok valodi oldalgyokér kezdeményekké fejlddnek, azaz fejlédésik a gyokér
kialakulds genetikai programjat koveti (Benkova és mtsai., 2003; Atta és mtsai., 2009; Ikeuchi

¢és mtsai., 2016). A fold feletti szervek, példaul a sziklevél vagy a sziromlevél esetén az



explantumokbodl szarmazé kalluszbol a hajtas regeneracidja szintén oldalgyokér primordium
(OGYP)-szerti strukturakbol valosul meg. Az oldalgyokerek képzésére képtelen mutansok nem
képesek kalluszokat képezni a CIM-en, ami megerdsiti, hogy a kalluszokban 1év6 organogén
primordiumok szerkezeti és funkcionalis homologiat mutatnak az OGYP-vel (Sugimoto és
mtsai., 2010). Ugyanezek az OGYP-szerli primordiumok alakulnak ki a kozvetlen hajtas
organogenezis soran, kallusz szovet proliferacidja nélkiil (Kareem és mtsai., 2016). Ezek a
primordiumok, amelyek a gyokérfejlodés soran oldalgydkereket alakitanak ki, egy bizonyos
fejlodési ablakon beliil indukélhatok, hogy transzdifferenciacioval hajtas primordiumokat

alakitsanak ki (Rosspopoff és mtsai., 2017).

A legkorabbi morfogenetikai esemény, amely a DNSO szempontjabol relevans €s amely
az explantum CIM-en torténd inkubalasakor kovetkezik be, az a periciklus xilémpolusaban 1évé
alapito sejtek specifikacioja, amelyekbdl késobb pluripotens primordiumok keletkeznek (Motte
¢s mtsai., 2014). Az OGYP-hez val6 hasonldsaga arra utal, hogy a specifikaciét CIM-ben 1évo
sejtek elkotelezddése alapitd sejtté, igy az OGYP kialakitasa a gydkércsucshoz kozel, a bazalis
merisztémaban kialakuld auxin maximum, valamint az altala kivaltott valaszok révén torténik
(De Smet és mtsai., 2007). Természetes koriilmeények kozott csak kis szamu alapito sejt alakul
ki, azonban megnovekedett auxin szint hatasdra barmelyik xilémpolus periciklus sejt képes
osztédni (Boerjan és mtsai., 1995; Dubrovsky és mtsai., 2008). A lokalis auxin maximum
kialakitasaban auxin efflux és influx karrierek vesznek részt. A folyamatban az AUXIN-
RESISTANT1 auxin influx karrier emelkedett, mig a PIN-FORMED (PIN) gének csokkent
kifejezddése figyelhetd meg (Pernisova és mtsai., 2009). Az alapito sejtek specifikacidja auxin-
indukalt folyamat (De Rybel és mtsai., 2010) azonban a CK is fontos szerepet jatszik az in
planta OGYP kialakulas soran és a DNSO-ban is (Laplaze és mtsai., 2008; Pernisova és mtsai.,
2009). Az auxin-indukalt organogenezis soran Pernisova és munkatarsai (2009) a CK
bioszintézist indukciojat, valamint CK szignalizacié szovetspecifikus aktivacidjat figyelték
meg. A CK pedig befolyasolta az auxin eloszlast a PIN gének expresszidjanak szabalyozasa

révén (Pernisova és mtsai., 2009).

A DNSO soran a CIM-en torténd kalluszképzddés az OGYP kialakuldsanak molekularis
utjat koveti. Az oldalgyokér fejlodés soran fontos szerepe van az auxin valasz faktorok (auxin
response factor, ARF) koziil az ARF7-nek és ARF19-nek, melyek elinditjdk az OGYP
kialakulast a lateral organ boundaries domain/asymmetric leaves 2-like (LBD/ASL)
transzkripcios faktor csalad bizonyos tagjai, tobbek kozt az LBD16, LBD17, LBD18, LBD29 és



LBD33, kifejez6désének direkt aktivacidja révén (Okushima és mtsai., 2007; Lee és mitsai.,
2009; Fan ¢és mtsai., 2012). Az LBD transzkripcios faktorok valtozatos funkcidkat latnak
el. Példaul az LBDI18 és az LBD33 heterodimert alkotva aktivalja a sejtciklus-kapcsolt E2
PROMOTER BINDING FACTORa (E2Fa) kifejez6dését, mely az OGYP iniciaciojanak
sebességmeghatarozo 1épése (Berckmans és mtsai., 2011). Az auxin-indukalt kalluszképz6dés
soran feliilszabalyozodik az LBD16, LBD17, LBD18 és LBD29 és az E2Fa is kifejezddik LBD-
fiiggd modon. Az LBD-k szamos kalluszképzddésben is részt vevo reaktiv oxigén forma (ROF)
anyagcseréjét, lipidanyagcserét, sejtfal hidrolizist és metilaciot szabalyozo gének kifejez6dését
indukaljak. Az LBD16 kifejez6dését az auxin-indukalt WUSCHEL-related homeobox 11
(WOX11) és WOX12 is pozitivan szabalyozza. A CIM-en a magas auxin szint aktivalja a
WOX11 /12 expressziot, az pedig az LBD16-ot. Az LBD16 elsésorban az ujonnan képzodott
kalluszban fejezddik ki, részt vesz a pluripotencia megszerzésében €s a sejtosztodas eldsegitése
révén az OGYP-szer( strukturak sejtazonossaganak kialakitasaban (Liu és mtsai., 2018b). Az
oldalgyokér fejlédése soran a gyokér merisztéma kialakulasakor az LBD16, valamint a
WOX11/12 kifejez6dése csokken és a WOX11/12 aktivalja a WOX5 és a WOXT7 kifejez6dését.
A WOXS felelds az dssejtek pluripotencidjanak fenntartasaért és osztodasuk szabalyozasaért
(Lee és mtsai., 2009). Ezt a szerepét a hajtasregeneracio soran is bizonyitottak (Kim és mtsai.,
2018). A WOX5 mellett szamos gyokérmerisztéma kialakitasaban is részt vevo gén, tobbek kozt
a SCARECROW (SCR), a SHORT ROQT (SHR) ¢és a PLETHORA (PLT) transzkripcios csalad
szamos tagjanak kifejezddése is fokozodik az auxin-indukalt kallusz kialakuldsa soran (Atta és
mtsai., 2009). Feltételezhetd, hogy a SCR és a SHR a poszt-embrionalis fejlédésben betoltott
szereplik mellett a nyugvé centrum (quiescent center; QC) fenntartasaban is részt vesz a CK/
auxin egyensuly szabalyozasa révén (Salvi és mtsai., 2018). Mig a PLT1-nek és PLT2-nek a
gyokér merisztémaban az Gssejt niche fentartasaban van szerepe (Du és Scheres, 2017), addig
a PLT3, PLTS és PLT7 az OGYP ¢és a pluripotens primordium megfeleld sejtosztodasi

mintazatanak kialakulasaért felel (Kareem és mtsai., 2015).

Rosspopoff és munkatarsai (2017) az organogén kompetencia megszerzésének
vizsgalatat egy koOzvetlen regenerdcidés rendszerben végezték el, ahol a megfeleld
hormonkezeléssel sikeriilt a fejl6do primordiumok szervi identitasanak transzdifferencialodasat
eléidézni, és egy sziik fejlodési ablakon beliill azt oda-vissza is lehetett forditani. Col-0
okotipusi  Arabidopsis gyokérexplantumokon N6-(2-izopentenil)adenin alkalmazasaval
hatékonyan lehetett a VI. és VIIL. fejlédési stddiumban 1évé OGYP-k transzdifferencialodasat

indukalni funkcionalis hajtasprimordiumokkd. A génexpresszids elemzés feltarta, hogy a
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gyokérprimordium expresszios profilja atmenetileg a hajtas apikalis merisztémara (shoot apical
meristem, SAM) jellemz6évé valt. A PLT1 és a SHR kifejez6dése gyorsan lecsokkent és a
fejlodé hajtas SAM-ra jellemzé6 SHOOTMERISTEMLESS (STM), WUSCHEL (WUS) és
CLAVATAS (CLV3) kifejez6dési mintazat alakult ki. A hajtasprimordiumok egy rovid fejlodési
ablakon beliil naftilecetsavval torténd kezeléssel visszaallithatok voltak a gyokérprimordium
identitasara. Ezeket a valtozasokat a gyokérprimordiumra jellemz6 génexpresszids mintazat
helyreallasa kisérte. Kimutattdk, hogy a gyors identitdsvaltas a fejlodési program egyenértékii
elemei kozotti egyszerti valtasokon keresztiil valosul meg, példaul a WOX5 expresszidja a
gyokér 6ssejt niche-ben gyorsan lecserélddik a WUS egyenértékil expresszios mintazatara, hogy

az expresszios doménhez hajtasidentitast rendeljen (Rosspopoff és mtsai., 2017).

A pluripotens primordiumok kialakuldsa utdn tovabbi fejlédésiik a hajtdsok
kialakitdsahoz az organogenezishez vald kompetencidjuktol fiigg. Ennek kulcsfontossagu
szabalyoz6 génjei a PLT, az ENHANCER OF SHOOT REGENERATION (ESR) ¢s a CUP-
SHAPED COTYLEDON (CUC) géncsaladokba tartoznak. A PLT3, PLT5 és PLT7 nemcsak a
primordium kialakulasaban, hanem a DNSO kés6bbi szakaszaiban is részt vesznek. (Kareem
¢és mtsai., 2015). Ennek a harom génnek az indukcioja aktivalja CUC2-t, valamint a PLT1-et és
a PLT2-t, melyek kifejez6dése lehetdvé teszi a hajtas progenitorok kialakulasat a sejtek
pluripotencidjanak biztositdsa révén. Tovabba szerepilkk van a CLV3 - WUS megfeleld
kifejez6dési mintdzatanak szabalyozasaban (Kareem és mitsai., 2015). A CUC gének mar
sokkal a hajtas elkotelezddése eldtt feliilszabalyozodnak, és mar a CIM taptalajon is
kifejezodnek. A CUC1 a SAM kialakulasaban jatszik szerepet. Kifejezodését az ESR1 és ESR2
pozitivan befolyasolja. Az ESR1 tovabba a WUS, a CLV3 és a STM kifejezddését is befolyasolja
a SAM kialakulas soran (Kirch és mtsai., 2003). A CUC2 CIM téaptalajon a kallusz szdvetben
kiterjedt régiokban fejezddik ki, azonban CK indukcié hatasara, SIM taptalajon, ez a PIN1-
fliggd lokalis auxin maximummal egybeesd doménekre korlatozodik. A CK tovabba indukalja
a WUS kifejez6dését, a CUC2-vel nem atfedd régiokban. A CUC2 és WUS eltér6 régiokban
valo kifejezddésének eredményeképpen a kalluszon beliil kijel6lédnek a progenitor és nem

progenitor sejtek (Gordon és mtsai., 2007).

A progenitor sejtek kialakulasa utan, azaz miutan hajtas organogenezisre kompetenssé
valt, a primordium a tovabbi fejlédése soran, a hajtds identitds megszerzésével kialakitja a
hajtas promerisztémat. Bar az ontogenetikus hajtasfejlodés és a DNSO sordn a SAM kialakuléasa
kozott vannak kiilonbségek, ezek a folyamatok genetikai szinten nagyrészt hasonldéak. A SAM

kialakulasanak folyamatadban kdzponti szerepet jatszik két homeodomain transzkripcids faktor,
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az STM ¢és a WUS, melyek aktivitasa, valamint szabalyozasa szorosan Osszefiigg a CK
jelatvitellel. Mindkét gén expresszidja CK indukcio hatasara fokozddik. (Raspor és mitsai.,
2021). Az STM kiterjedt expressziot mutat a SAM-ban. A CK bioszintézis fokozasan keresztiil
gatolja a sejtdifferenciaciot, tovabba CK-fiiggetlen modon a merisztéma szervezddését
szabalyozza, valamint a WUS kifejezddését, ami altal pedig az organizal6 centrum és az dssejt
identitas fenntartdsaban is szerepet jatszik (Scofield és mtsai., 2014). Az auxin gatolja az STM
expressziojat, lehetové téve a SAM periférids zonajaban az oldalszervek kialakuldsahoz
sziikséges sejtek differencialodasat (Chang ¢s mtsai.,, 2020). A WUS irdnyitja a
hajtasmerisztéma kialakuldsanak folyamatét, gatolja a sejtosztodast €s a sejt megnyutlast, hogy
fenntartsa a sejtek dssejt allapotat (Negin és mtsai., 2017). A WUS-t a SIM-ben jelen 1évé CK
feliilszabalyozza azokban a sejtekben, amelyekben az ARABIDOPSIS HISTIDINE KINASE
4, auxin kezelés révén, az organogén kompetencia megszerzése soran kifejez6dott (Gordon és
mtsai., 2009). A CK jelatvitelben fontos szerepet jatszo B- tipust valaszregulatorok (type-B
Arabidopsis response regulators, B-ARR-ek), tobbek kozt a ARR1, ARR2, ARR10, és ARR12,
aktivaljak a WUS expressziot (Liu és mtsai., 2018a) és erdsitik azt a YUCCA-medialt auxin
felhalmozodas gatlasa révén (Meng ¢és mitsai., 2017). Ezek aktivitasait a HD-ZIP Il
transzkripcios fakorok korlatozzak a kompetens merisztéma sejtjeire (Zhang és mtsai., 2017a).
Bar a B-ARR-ek direkt modon aktivaljék a citokinin jelatvitel negativ szabaly0zo6i, az A-tipust
valaszregulatorok (type-a Arabidopsis response regulators, A-ARR-ek) kifejez6dését (Mason
és mtsai., 2005), a WUS ezek transzkripcidjat gatolja. igy a WUS negativan szabalyozza az
ARRS5-6t, az ARRG-0t, az ARR7-et és ARR15-6t, ezaltal a merisztéma CK irdnti érzékenységét
is noveli (Leibfried és mtsai., 2005). Kimutattak, tovabba, hogy az ARR7 a WUS negativ
szabalyozdja, valamint, hogy az ARR7 és az ARR15 taltermeltetése Arabidopsis novényekben
csokkenti a hajtas regeneracio hatékonysagat (Leibfried és mtsai., 2005, Buechel és mtsai.,
2010). Arabidopsis embrionalis fejlédése soran soran a WUS helyett a WOX2 felelds a hajtas
progenitorok létrehozasaért, valamint ezek pluripotencidjanak fenntartasaért az auxin és a CK

jelatvitel kozotti egyensuly finomhangolasaval (Zhang és mtsai., 2017b).

A hajtas identitds megszerzése és a SAM kialakulasa, amelyet mind auxin-, mind CK-
fliggd gének szabalyoznak, a DNSO utols6 1épésének tekinthetd. Bar az 6todik fazist, azaz a
hajtas kiemelkedését altalaban a DNSO részeként irjdk le, a folyamat spontan modon megy
végbe még akkor is, ha az explantumok ndvekedésszabalyozo-mentes taptalajba keriilnek és a
csirandvények a hajtas fejlodési programjat kovetik (Shin és mtsai., 2020; Raspor és mtsai.,

2021).
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2.2 A poliaminok

2.2.1 A poliaminok altalanos jellemzdi és szerepiik a novényekben

A poliaminok minden €16 organizmusban jelen 1€v6 nitrogén tartalmt egy vagy tobb
amino csoportot tartalmazo, egyenes vagy elagazo lanct alifas, alacsony molekula tomegii,
vizoldékony molekuldk (Kusano és mtsai., 2008; Chen ¢és mtsai., 2019; Hasanuzzaman és
mtsai., 2019). El18 szervezetekben eléfordulhatnak szabad, kovalensen konjugalt, vagy nem
kovalensen konjugalt formaban. Utobbit tovabbi két csoportra oszthatjuk, a perklorsav altal
oldhat6 és nem oldhato PA-okra (Chen és mtsai., 2019). A kiilonboz6 fajokban megtalalhato
PA-ok eloszlasa ¢és koncentracioja nagyon eltérd. A sejtekben szintjiik dinamikusan valtozik,
bioszintézis, interkonverzid, konjugacio, kémiai modosulasok, transzport és lebontas révén

(Wang és mtsai., 2019; Pal és mtsai., 2021).

Magasabb rendi névényekben foként szabad formaban vannak jelen, legnagyobb
mennyiségben a putreszcin (Put), spermidin (Spd) és a spermin (Spm) fordul el (1. abra),
azonban termospermin (T-Spm), kadaverin (Cad), norspermidin (N-Spd) valamint egyes
novényfajoknal tovabbi, Ggy nevezett ,,nem szokvanyos” PA-ok, példaul homokaldopentamin,
homokaldohexamin is megtalalhatoé (Chen és mtsai., 2019; Kuehn és mtsai., 1990; Kuznetsov
¢s mtsai., 2006).

NH,

spermin (Spm) HN /\/\

\/\/ NH,

M H NH,
termospermin (T-Spm) H,N /\/\ /\/\ N

N
H

1. abra A novényekben leggyakrabban megtaldlhato poliaminok felépitése

Kakehi és mtsai., 2010 alapjan, modositva. A piros keret a putreszcint jel6li, a kék keret a
poliaminok bioszintézise soran hozza kapcsolodo aminopropil csoportokat.

A szabad PA-ok a fizioldgias pH tartomanyban teljesen protonaltak €s pozitiv toltéssel

rendelkeznek, igy elektrosztatikus  kolcsonhatasba  léphetnek  negativ  toltési

13



biomakromolekulakkal (fehérjékkel, foszfolipidekkel, aminosavakkal). Az igy kialakul6 nem
kovalensen kotott PA-ok részt vesznek a DNS replikacio, a transzkripcid, a sejtosztodas, a
membran stabilitas, valamint kiilonbdzd enzimek aktivitdsdnak szabalyozasaban, ezéltal pedig
a novényi novekedés és fejlodés szinte minden folyamatdban, valamint a stresszre adott
valaszreakciokban (Miller-Fleming és mtsai., 2015; Chen és mtsai., 2019; Wang és mtsai.,

2019).

2.2.2. A poliaminok metabolizmusa a novényekben
2.2.2.1 A poliaminok bioszintézise

A putreszcin bioszintézise

A putreszcin bioszintézise jelen ismereteink szerint tobb utvonalon keresztiil is
megvalosulhat (2. abra). Az ,arginin” utvonalon, az argininbdl az arginin-dekarboxilaz enzim
(ADC, EC 4.1.1.19) agmatint (AGM) szintetizal. A keletkezett AGM-t az agmatin-
iminohidrolaz enzim (AIH, EC 3.5.3.12) N-karbamoil-putreszcinné, majd azt az N-karbamoil-
putreszcin-amidohidrolaz enzim (NCPAH, EC 3.5.1.53) Put-né alakitja. Az ,,ornitin utvonalon”
argininbol az argindz (ARGAH, EC 3.5.3.1) enzim mikddése révén ornitin, majd abbol az
ornitin-dekarboxilaz (ODC, EC 4.1.1.17) enzim altal Put keletkezik (Chen és mtsai., 2019).
Ludfiiben és szojaban kimutattak, hogy az arginaz, vagy mas néven arginin amidohidrolaz
nemcsak arginaz, hanem agmatinaz aktivitassal is rendelkezik. Mivel ezek az enzimek er6sen
konzervaltak, feltételezhetd, hogy minden névényi argindz enzim rendelkezik mindkét
aktivitassal. Arginaz aktivitasuk révén képesek az arginint ornitinné és ureava alakitani, mig
agmatinaz aktivitdsuk az arginin Put-né torténd atalakitasat katalizalja (Patel és mtsai., 2017;
Pal és mtsai., 2021). A Put bioszintézis egy alternativ titvonala a citrullin utvonal. Ennek soran
az arginin citrullinnd konvertalodik, majd a citrullin-dekarboxilaz (CDC) segitségével a
citrullinbol N-karbamoil-putreszcin majd Put keletkezik. A citrullin utvonalat csak szezdmban
mutattak ki, igy dontd fontossagunak a névényekben az arginin €s az ornitin Gtvonal tekinthetd

(Crocomo ¢és mtsai., 1970; Samanta és mtsai., 2023).

A magasabb-rendii poliaminok bioszintézise

A diamin Put-hez egy aminopropil csoport kapcsolasaval alakul ki a triamin Spd. A reakciot a
spermidin-szintaz enzim (SPDS, EC 2.5.1.16) katalizalja. A triamin Spd-bdl a spermin-szintaz
enzim (SPMS, EC 2.5.1.22) alakitja ki a tetraamin Spm-t vagy a termospermin-szintaz
(TSPMS; EC 2.5.1.79) a termospermint, egy ujabb aminopropil csoportot kapcsolva a Spd N&-

(aminobutil) és az N*-(aminopropil) végre (1. 4bra). A sziikséges aminopropil csoportokat a
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dekarboxilalt S-adenozil-metionin (dcSAM) biztositja, mely a SAM-dekarboxilaz enzim
(SAMDC, EC 4.1.1.50) mtikddése révén jon létre (Salvi és Tavladoraki, 2020; Pal és mtsai.,
2021) (2. abra).

| ARGININ |
/ \
ARGAH ADC
v/ \
ORNITIN [ AGMATIN [ CITRULLIN
| 7 7
ARGAH AlH CcDC
/ pd
| N-KARBAMOIL-PUTRESZCIN |
obc 7
\ NCPAH
/
PUTRESZCIN
S-adenozil-metionin SAMDC dekarboxilalt SAM | I
~
(SAM) (dcSAM) S |
* SPDS
1 N |
SAMS/MAT \ A
| \ | SPERMIDIN
AY
METIONIN \ / \ |
\ N
TSPMS SPiV'S
| TERMOSPERMIN | | SPERMIN

2. dabra: A poliaminok bioszintézisének sematikus dbrazoldsa

Hasznalt réviditések: ADC: arginin-dekarboxilaz; AIH: agmatin-iminohidroldaz; ARGAH.:
argindz/ arginin amidohidroldz; CDC: citrullin-dekarboxilaz; SAM: S-adenozil-metionin,
NCPAH: N-karbamoilputreszcin-amidohidrolaz;,  ODC:  ornitin-dekarboxildz;  SPDS:
spermidin-szintdz; SPMS: spermin-szintaz, TSPMS: termospermin-szintiz; SAMDC: S-
adenozil-metionin-dekarboxildaz; SAMS/MAT: S- adenozil-metionin-szintdaz / metionin-
adenoziltranszferaz

2.2.2.2 A poliaminok lebontdsa

A PA-ok lebontasat amin-oxidazok végzik. Ezeknek az enzimeknek két csoportja
kiilonboztetheté meg, a réztartalmi amin-oxidazok (copper-containing amine oxidases, CUAO-
k; EC 1.4.3.6) valamint a flavin- adenin-dinukleotidot (FAD) tartalmaz6 poliamin-oxidazok
(PAO-ok; EC 1.5.3.11).
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A CUuAO-k féként a diaminok (Put, Cad) lebontasaban vesznek részt. A legtobb eddig
jellemzett CuAO szédmara a Put a legjobb szubsztrat, azonban a Spd-t és Spm-t is képesek
oxidalni (Moschou és mtsai., 2012; Planas-Portell és mtsai., 2013). Az enzim a Put-t a primer
aminocsoportjanal oxidalja. A reakcié termékeként 4-aminobutanal, valamint ammonia (NHz)
¢és hidrogén-peroxid (H202) keletkezik (Wang és mtsai., 2019) (3. abra). A 4-aminobutanal
spontan moédon tovabb alakulhat Al-pirrolinna, ami y-amino-vajsavva majd szukcinatta
alakulva a Krebs-ciklusba 1éphet be (Chen és mitsai., 2019). A CuAO-k homodimerként
milkédnek, az enzim ketté 70-90 kDA-os alegységbdl all, mindkettd tartalmaz egy réz iont és
egy topakinon (2,4,5-trihidroxi fenilalanin kinon) kofaktort. Szubcellularis lokalizacidjukat
tekintve két csoportra oszthatok. Lehetnek extracellularis fehérjék, melyek egy N-terminalis
szignal peptidet, vagy peroxiszomalis fehérjék, melyek C-terminalis szignal peptidet hordoznak
(Planas-Portell és mtsai., 2013).

Szubsztrat specifitasukat tekintve a PAO-k erds affinitdst mutatnak a Spd és Spm,
valamint azok szdrmazékai irant, a Put-t viszont nem bontjdk (Alcazar és mtsai., 2010).
Funkcionalisan a PAO-K két csoportra oszthatok. Az els6 csoportba tartozok a PA-ok terminalis
katabolizmusat (terminal catabolism, TC) végzik. A reakcié soran oxidaljak a Spd és a Spm N*
molekularis oxigént hasznalnak. A reakcio termékeként H,O», 1,3-diaminopropan (DAP) ¢és
Spd szubsztat esetén 4-aminobutanal, mig Spm esetén N-(3-aminopropil)-4-aminobutanal
keletkezik (Moschou és mtsai., 2012; Liu és mtsai., 2014). A masik csoportba tartozo PAO-K,
a PA-ok visszaalakitasat (back-conversion, BC) végz6 enzimek. A Spd és Spm és vagy acetilalt
termékként a Spd-bol Put; Spm-bol Spd, tovabba 3-aminopropanal (3-AP) és H202 keletkezik
(Moschou és mtsai., 2012) (3. abra).
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3. dbra: A putreszcin, spermidin, spermin lebontdisdnak sematikus abrdazoldsa

Kusano és mtsai. (2015) alapjdan, modositva; kék vonallal jelolt a BC (visszaalakitas) utvonala;
piros vonallal jelolt a TC (végoxidacio, termindlis katabolizmus) uitvonala; piros és kék csillag
a TC, valamint a BC reakcio sordn oxidalodo szénatomot jelol; Haszndalt roviditések: CUAO:
réztartalmu amin-oxiddz; PAO: poliamin-oxiddz; H202: hidrogén peroxid;, NHz: ammonia; 3-
AP: 3-aminopropanal

2.2.2.3.A poliaminok metabolizmusa Arabidopsis thaliana-ban és a résztvevé enzimek

jellemzése

A putreszcin bioszintézise Arabidopsisban

Az ODC-t kodold gén hianyzik a Brassicaceae csalad szamos tagjabol, igy Arabidopsis
thaliana-bol is (Hanfrey és mtsai., 2001). Bar feltételezhetd olyan gének jelenléte melyek az
ODC génekkel kismértékli homologiat mutatnak (Tassoni és mtsai., 2003; Hao, 2005) és az
ornitin nem enzimatikus dekarboxilaciojat is megfigyelték mar Arabidopsisban (Hanfrey és
mtsai., 2001), a poliamin bioszintézis f6 Gtvonalanak ludfiiben az ADC utvonal tekinthetd. A
szintézis sebesség-meghatarozo 1épése az ADC 4ltal katalizalt agmatin kialakuldsa (Urano és

mtsai., 2005).

Arabidopsisban az ADC enzimet két gén kodolja, az AtADC1 és az AtADC2. A gének
altal kodolt fehérje szekvenciak aminosav szinten 80%-os homologiat mutatnak, azonban
génexpresszios mintazatuk eltér (Alcazar és mtsai., 2005). Az AtADC1 és AtADC2 egymastol
eltérd szovetspecificitdssal rendelkezik. Az AtADC1l minden szdvetben kifejezédik és
expresszidja konstitutiv, az AtADC2 viszont féleg levélben, becStermésben expresszalodik,

mindemellett kifejezédik a merisztémakban, szallitd szoveti sejtekben ¢és az oldalgyokér
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inicialisokban. Mindkét gén részt vesz a kiilonféle abiotikus, illetve biotikus stresszre adott
valaszfolyamatokban, szerepiik atfedd, de nem minden esetben megegyezd (Urano és mtsai.,
2004; Alcazar és mtsai., 2010; Sanchez-Rangel és mtsai., 2016). Természes koriilmények
kozott Arabidopsisban a Put bioszintézis foként az AtADC2 gén miikodése révén valdsul meg,
azonban sem ennek a génnek, sem pedig az AtADC1 génnek a kilitése nem jar jelentds
fenotipusos valtozassal, viszont a magképz6dést és csirazast befolyasolja. Mindemellett,
AtADC2 hianyaban csokken a Put és a Spd szint (Urano és mtsai., 2004, 2005) A két gén
egylittes csendesitése a fejlodés visszamaradasat, kései virdgzast, a magszam csokkenését
okozza, kilitésiik pedig az embrid letalitasat eredményezi (Sanchez-Rangel és mtsai., 2016;
Urano és mtsai., 2005). Az AtADC1 ¢és AtADC2 is hordoz kloroplasztisz szignal peptidet,
mindemellett a citoszolban is jelen vannak, ahol képesek in planta homo- és heterodimereket
képezni. A dimer képzésnek a pontos szerepe nem ismert, feltételezik, hogy a partner enzim
domén aktivitasanak szabalyozasaban vehet részt (Maruri-Lopez és Jiménez-Bremont, 2017).
Az AtADCL1 dekarboxilaz aktivitasa révén nemcsak az agmatin, hanem N-acetilputreszcin
kialakitasaban is szerepet jatszik. Az AtADC1 és az N-acetyltransferase activity 1 (AtINATAL)
az endoplazmatikus retikulumban talalhatd, ahol a NATA1 katalizalja, az N-acetilputreszcin
kialakulasa mellett, az ornitinbdl torténd N°-acetilornitin kialakulasat is, amit az AtADC1 N-
acetilputreszcinné alakit (4. abra). Az N-acetilputreszcin szerepe pontosan nem ismert,
azonban feltételezhetéen részt vesz a patogének elleni védekezési reakcidokban, prekurzorként
szolgalhat az N-acetilspermidin és az N-acetilspermin szintézisé¢hez vagy a PA lebontas egy
terméke lehet, igy szerepe lehet a poliaminok szintjének szabalyozasdban (Lou és mtsai., 2020;

Pal és mtsai., 2021).

Arabidopsis-ban az AlH-t és az NCPAH-t 1-1 gén, az AtAIH és a NITRILASE-LIKE
PROTEIN 1 (AtNLP1) kodolja. Az AtAIH-nak 5, AtNLP1-nek 3 izoformaja létezik. Az
AtNLP1 6sszes izoformaja és négy AtAIH izoenzim csak az endoplazmatikus retikulumban
(ER) fejezddik ki, egy AtAIH izoforma pedig az ER-ben és a kloroplasztiszban lokalizalt. Ebbol
a Joshi és munkatarsai (2022) arra kovetkeztettek, hogy Arabidopsis esetén a Put bioszintézise
mintegy kizarodik a citoplazmabol és az ER-ben, a kloroplasztiszban valamint a
mitokondriumban valdosul meg. Az AtAHI gén, az EMBRYO DEFECTIVE gének koz¢ tartozik
(EMBRYO DEFECTIVE 1873), azaz mutacidja okozhat embri6 fejlédési rendellenességeket
(Meinke, 2020), amig az AtNLP1 génben homozigéta mutans ndvények nem mutatnak
fenotipust. Az agmatinbdl Put-t kialakit6 ARGAH-t kodold gének, az AtARGAHL és

AtARHGAH2, mutacidja esetén a ndvény életképes, ami azt jelzi, hogy a Put bioszintézise
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ezeknek az enzimeknek a hianyaban is megvalosulhat és az egyik utvonal hianyat a masik, ha
részlegesen is, de képes kompenzalni. Az AtARGAH gének expresszidja alacsony arginin
szintnél megemelkedik és az enzim inkdbb agmatinazként funkciondl. Az AtAGAH2 az
AtADC2-val azonos kompartmentalizaciét mutat és ko-expresszal. adc mutansokkal végzett
vizsgalatok alapjan az AtADC2, AtARGAH2 utvonal a Put bioszintézis f0 utvonalanak

tekinthetd bizonyos stresszvalaszok esetén (Patel és mtsai., 2017).

A spermidin, spermin és termospermin bioszintézise Arabidopsisban

A Spm az SPDS, majd ebbdl Spm vagy T-Spm kialakulas a SPMS, vagy az ACAULIS
5 (ACL5) gén altal kodolt TSPMS milkodése révén torténik. A reakcio a SAMDC altal

dekarboxilalt SAM aminopropil csoportjanak atvitelével valosul meg (4. abra).

A magasabb-rendii poliaminok bioszintézisének kulcsenzime a legtobb zarvatermd
esetén multigén csalad altal kodolt SAMDC. Az enzimek a génszekvencidik alapjan a
sejtmagban vagy a citoszolban lokalizalédnak (Gonzalez és mitsai., 2021). Arabidopsis
genomban 6t SAMDC-t kédolo gén (AtSAMDCL1-5) talalhatd. Ezek kodolo szekvenciajukban
magas homoldgiat mutatnak. Mind az 6t AtSAMDC gén promotere hordoz stressz-és hormon-
valasz elemeket (Majumdar és mtsai., 2017). Az AtSAMDC1 és az AtSAMDC3 a kifejlett
novény minden szervében kifejezddik, bar az utdbbi gyengébben expresszalodik és nem
talalhaté meg a becében. Az AtSAMDC2 magas expressziot mutat a gyokérben, a levélben és a
viragban. Az AtSAMDC4/BUSHY AND DWARF 2 (AtSAMDC4/BUD?2) szintén alacsony
szinten, de konstitutivan expresszalodik. A promoter aktivitasa alapjan az AtSAMDCS génrdl
képzodik mRNS és fehérje, de a termék nem funkcionalis (Majumdar és mtsai., 2017). Ismert,
hogy az AtSAMDC1 ¢és AtSAMDC? kifejez6dése, az 5° nem transzlalodo régidban 1évo kettd,
upstream elhelyezkedd nyitott leolvasasi keret (UORF) altal PA-fligg6 modon a transzlacio
szintjén szigortl szabalyozas alatt all (Hanfrey és mtsai., 2005). Az AtSAMDC3, melyben csak
egy, és az AtSAMDCA4/BUD2 ¢és AtSAMDCS5, melyekben nem talalhaté uORF, transzlacios
szabalyozésa jelenleg nem ismert (Majumdar és mtsai., 2017; Gonzalez és mtsai., 2021). A
SAMDC enzim aktivitdsa nem mutat korrelaciot sem specifikus AtSAMDC gén expresszidjaval,

sem pedig a Spd és Spm tartalommal szdveti szinten (Majumdar és mtsai., 2017).

Az Arabidopsis genomban a SPDS-t kettd, mig az SPMS-t (Fuell és mtsai., 2010) és a
T-Spm bioszintéziséhez sziikséges TSPMS-t egy-egy gén kodolja (Knott és mtsai., 2007; Fuell
€s mtsai., 2010). Ludfiben az aminopropil transzferazok kettds, sejtmagi €s citoszolikus
lokalizaciot mutatnak. A AtSPDS1 és AtSPDS2 megtalalhato ugyan a citoszolban, de
leginkabb a sejtmagban van jelen. A SPMS lokalizécioja az SPDS fehérjék jelenlététdl fiigg. A
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sejtmagban ezek dimereket alkotva mitkdnek (Belda-Palazon és mtsai., 2012). Mindkét SPDS
transzkriptum megtaldlhaté minden ndvényi szervben. A két gén egyiittes kilitése embriod
korban letalis, az egyik SPDS elcsendesitése viszont nem jar jelentds fenotipusos valtozassal,
igy koztilkk funkcionalis redundancia feltételezhetd. Azonban valaszuk eltéré kiilsd
hormonkezelésekre, példaul exogén CK kezelésre, mely soran az AtSPDS2 expressziojanak
szintje megnd, amig az AtSPDS1-¢ nem valtozik. Mindez azt jelzi, hogy egyes
sejtfolyamatokban vagy eltérd novekedési feltételek mellett egyedi szereppel is birnak
(Hanzawa ¢s mtsai., 2002; Imai és mtsai., 2004a). A SPMS gén mutécidja és ebbdl adoddan a
Spm hianya nem letalis és fenotipusos valtozast sem okoz, azaz a Spm nem eszcencidlis az

Arabidopsis novények életfolyamataihoz (Imai és mtsai., 2004b).

A termospermin a spermin strukturalis izomerje. Arabidopsisban [a kordbban spermin-
szintazként azonositott (Hanfrey és mitsai., 2005)] AtACL5 gén altal kodolt termospermin-
szintaz enzim Kkatalizalja a kialakulasat Spd-b6l. Az AtACL5 specifikusan a fejlodé xilém
sejtekben expresszalodik (Muiiiz és mtsai., 2008). A T-Spm-szint szigoru szabalyozas alatt all,
mely soran a T-Spm negativan szabalyozza az AtACL5 és az AtSAMDC4/BUD2 expressziojat
(Hanzawa, 2000).

A poliaminok lebontasa Arabidopsisban

Arabidopsis thaliana genomjaban 10 CuAO-t kodold gént azonositottak, melyek koziil
minddssze nyolc kodol funkciondlis enzimet (Tavladoraki és mtsai., 2016). Az AtCuAOR,
AtCuAOy1 és feltételezhetden az AtCuAOy2 az apoplasztban, az AtCuAOa2, AtCuAOa3 és
az AtCuAO( a peroxiszomaban talalhato, az AtCuAOd pedig vakuolaris elhelyezkedésii
(Planas-Portell és mtsai., 2013; Alharbi és mtsai., 2020). Az izoenzimek eltéré szubsztrat
specifitassal és fiziologiai funkcidval rendelkeznek, az ket kodolo gének szdveti kifejezddese,
valamint kiilonb6z6 stresszorok, hormonok, illetve PA-ok altali indukalhatésaguk eltérd (lasd:
1. fiiggelék tablazat: Az Arabidopsis CuAO-k f6bb jellemzoi). Bar elsddlegesen a diamin
Put ¢és Cad lebontasat végzik, Arabidopsisban harom enzim, az AtCuAOyl1, az AtCuAOa3 ¢és
az AtCuAO( képes a Spd, de nem a Spm, oxidacidjara is (Planas-Portell és mtsai., 2013,
Alharbi és mtsai., 2020) (4. abra).

Arabidopsisban 6t PAO izoenzimet kdédold gén (AtPAO1-AtPAOS) talalhato. Az
AtPAO géncsalad tagjai koziil az AtPAO1 és AtPAOS a citoplazmaban, amig az AtPAO2,
AtPAO3 és AtPAO4 a peroxiszomaban lokalizalodik (Takahashi és mtsai., 2010).
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A ludfi PAO-k szerv és szovetspecifikus kifejezodése eltérd (lasd: 2. fiiggelék
tablazat: Az Arabidopsis PAO-k fobb jellemz6i). Az AtPAOL erds expressziot mutat a gyokér
tranzicids zonajaban és a portokban, igy szerepet jatszhat a gyokérfejlodésben és fertilitasban.
A fejlédési folyamatokon til, szerepe a kiilonb6zo abiotikus €s biotikus stresszvalaszokban is
a levélerekben ¢€s a portokban fejezddik ki, ezaltal szerepet jatszik a hajtas, a gyokér, a levél és
a virag fejlédésben, utdbbin beliil a pollencsé novekedésében (Fincato és mtsai., 2011; Yu és
mtsai., 2019), tovabba a csirazas és a csirandvény fejlédés korai szakaszanak szabalyozasaban
(Takahashi és mtsai., 2019). Az AtPAO2-h6z hasonléan az AtPAO3 leginkdbb a virdgban
expresszalodik (Takahashi és mtsai., 2010). Az AtPAO2-t61 eltéréen azonban az AtPAO3 nem
a késoi, hanem inkabb a korai fejlodési stadiumokban fejezddik ki (Takahashi és mtsai., 2010).
Mindemellett az AtPAO3 fontos szerepet jatszik a kiilonbozé abiotikus stresszorokkal, im.
sostresszel és hostresszel szembeni védekezési valaszokban a ROF homeosztazis szabalyozasan
keresztiil (Moschou ¢és mtsai., 2008; Andronis és mtsai., 2014; Toumi és mtsai., 2019). Az
AtPAO4 foként a fiatal csirandvényben ¢€s az idésebb levelekben fejezddik ki, a szarban és a
viragban kevésbé expresszalodik (Takahashi és mtsai., 2010). Az AtPAO4 mutacidja késlelteti
a sotét-indukalta szeneszcenciat (Sequera-Mutiozabal és mtsai., 2016), tovabba hianyaban
szarazsagstressz kapcsolt gének, valamint lignin és flavonoid bioszintézis gének expresszidja
fokozodik (Kamada-Nobusada és mtsai., 2008). Az AtPAOS kifejezddése idOben és térben is
szabalyozott. Leginkabb a hajtas és gyokér szallitoszoveteiben, valamint a virdgban fejezédik
ki (Takahashi és mtsai., 2010; Yu és mtsai., 2019). Fontos szerepet jatszik a kiilonb6z6
stresszvalaszokban, im. a sétolerancia kialakitasaban (Zarza és mtsai., 2017), de leginkabb a
novények novekedésének ¢és fejlodésének szabalyozasaban vesz részt, um. a xilém
differenciacio, illetve az indirekt hajtdsmerisztéma képzddése (Lim és mtsai., 2006; Alabdallah

¢€s mtsai., 2017).

A PAO-k nemcsak a poliaminok lebontasat, hanem azok visszaalakitasat is katalizaljak
(4. abra), az egyes PAO-k szubsztrat specifitasa azonban eltéré. A legtobb PAO tobb
szubsztratot IS képes felismerni (lasd: 2. fiiggelék tablazat: Az Arabidopsis PAO-k fobb
jellemz6i), azonban azokat eltéré hatékonysaggal tudjak oxidalni. Az AtPAO2 ¢és AtPAO3 a
Spm Put-né torténd visszaalakitasat végzi Spd-en keresztiil, azaz a Spd és a Spm is szubsztratja,
mig az AtPAO4 a Spm-t részesiti elonyben. Az AtPAO1 és az AtPAOS képes oxidalni a Spm-
t, a Nor-Spm-t és a T-Spm-t is és mindkettének az utobbi felé nagyobb a katalitikus aktivitasa
(Takahashi és mtsai., 2010). Az AtPAO1 enzimmel szemben az AtPAO5-nek azonban oxidaz
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helyett, inkabb dehidrogendz aktivitasa van, igy ez az enzim elsésorban nem a H2O>
produkcion, hanem inkabb a PA (T-Spm-Spd) szint szabalyozasan keresztiil fejti ki a hatasat a
novények novekedési és fejlodési folyamataiban (Sequera-Mutiozabal és mitsai.,, 2016;
Alabdallah és mtsai., 2017; Benko és mtsai., 2022).
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4. abra: A poliaminok metabolizmusa Arabidopsisban

A zold nyilak a bioszintézis, mig a piros nyilak a lebontds, valamint a visszaalakitds utvonalait
jelolik, piros keretben az ezekben részt vevé enzimeket kodolo gének nevei. Haszndlt
roviditések: At: Arabidopsis thaliana, AtNATAL: N-acetyltransferase activity 1; AtADC:
arginin-dekarboxilaz; AtAIH: agmatin-iminohidroldz; AtNLP1: N-karbamoilputreszcin-
amidohidrolaz; AtARGAH: arginin-amidohidroldz; SAM: S-adenozil-metionin; AtSAMDC:
SAM-dekarboxilaz, dcSAM: dekarboxilalt SAM; AtSPDS: spermidin-szintdz; AtSPMS:
spermin-szintaz, AtACLS5: acaulis 5 (termospermin-szintaz); AtPAO: poliamin-oxidadz,
AtCuAQO: réztartalmu amin-oxidaz

2.2.3 A poliaminok metabolizmusanak szerepe a névényi regeneracios folyamatokban

Bar a poliaminok szabdlyozd szerepét kozvetett organogenezis soran mar sok
tanulmanyban vizsgéltdk, a hajtasmerisztémak kozvetlen kialakuldsdnak folyamatdban még
kevésbé tanulméanyoztak. Direkt organogenezis sordn az ADC ¢s SAMDC gének kismértéki

expresszio fokozodasat irtak le ludfitben (Rosspopoff és mtsai., 2017). Indirekt organogenezis
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soran mar nagyobb irodalom all rendelkezésiinkre. A poliaminok részvételét az indirekt
organogenezis soran a hajtas-, illetve a gyokérképzddésben leirtdk mar tobbek kozott
kurkumaban, csuporkaban, cédrusban, tormaban ¢és ludfiiben is (Curtis €s mtsai., 2004; Hu és
mtsai., 2006; Baron és Stasolla, 2008; Viu és mtsai., 2009; Park és mtsai., 2012; Aragdo és
mtsai., 2016;). Ludfiiben az AtADC mutacidja gyokérfejlodési rendellenességet és kisebb
mértékil viragzast eredményezett (Baron és Stasolla, 2008). Ugyanakkor SAMDC tultermel6
novényekben fokozott, amig alultermeld novényekben csokkent hajtasmerisztéma képzddés
volt megfigyelhetd (Hu és mtsai., 2006). A poliaminok lebontasa, illetva az azt katalizald
enzimek szintén hatassal lehetnek a kallusz, a gyokér, illetve a hajtas kialakuldsara indirekt
organogenezis alatt. Gyapotban (Gossypium hirsutum, Gh) a GhPAOL és GhPAO4 gének
transzkript szintjének emelkedése fokozott H>O» produkcidval jart az embriogén kallusz
keépzddése soran (Cheng és mtsai., 2015). Ugyanakkor ladfiiben indirekt organogenezis alatt a
PAOS tultermeld novényekben csokkent a Spd szintje és a regeneracid hatékonysaga (Lim és

mtsai., 2006).

2.2.4 A poliaminok és a novényi hormonok kolesonhatasa

A PA-K szinergista és antagonista modon is kolcsonhathatnak a novényi hormonokkal, ezaltal
befolyasolva a novények novekedési és fejlodési valaszait, valamint a kiilonb6z6

stresszvalaszokat (Asija és mtsai., 2022; Tyagi és mtsai., 2022; Napieraj és mtsai., 2023).

Bar a poliaminok kolcsonhatasat egyéb hormonokkal mar szamos folyamatban leirtak,
molekularis szinten ezeket a kdlcsonhatasokat ezidedig még nem tanulmanyoztdk (Tyagi €s

mtsai., 2022).

A PA-k egyéb hormonokkal vald interakcioit leginkabb poliamin metabolizmusban
modositott transzgenikus novények [35S::AtSPMS-9, 35S::AtADC2, 35S::AtSAMDCI1, és
spms-2, (bushy and dwarf 2) bud2/samdc4] segitségével, azok transzkriptomikai elemzéseivel
vizsgaltak. A 35S::AtSPMS-9, valamint a 35S:: AtSAMDC1 ndvényekben a Spm szint nd, amig
az spms-2, T-DNS inszerciés mutansban csokken a vad tipushoz képest, azonban a Put és Spd
szint valtozatlan marad. Az ADC2 tultermelé novényekben (35S::AtADC2) a Put szint
emelkedése figyelheté meg, a Spd és Spm szint jelentds valtozasa nélkil. A SAMDC
nélkiilozhetetlen a novények fejlédéséhez és morfogeneziséhez. samdcl bud2/samdc4 dupla
mutans esetében az embrid életképtelen, mig a bud2/samdc4 szimpla mutans bokros torpe

fenotipust ad. A bud2/samdc4 mutansban a Put szint novekedése mellett a Spd és Spm szint
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csokken. (Alcazar és mtsai., 2005; Ge és mtsai., 2006; Gonzalez ¢s mtsai., 2011; Marco ¢és
mtsai., 2011; Anwar és mtsai., 2015). Mindemellett a samdc4/bud2 mutans hiposzenzitiv
auxinra és hiperszenzitiv citokininre, ami alapjan arra lehet kdvetkeztetni, hogy a poliaminok

hatassal lehetnek az auxin és citokinin szintekre is (Cui és mtsai., 2010).

2.2.4.1 A poliaminok és az auxin kolcsonhatasa

Az auxinok fontos szerepet jatszanak a ndvények novekedési és fejlodési folyamataiban.
Koncentraciojuk és eloszlasuk a szdvetekben tobb szinten szabdlyozott, ezek a bioszintézis, a

konjugacid, a moédositas, a transzport és a lebontas.

Az auxin hatdssal lehet a bels6 PA szintekre, a SAMDC, PAO ¢és az ACLS gének
expresszidjanak szabalyozasa révén (Cui és mtsai., 2010), de maguk a poliaminok is
kolcsonhathatnak az auxinnal (Hausman és mtsai., 1995). A kapcsolatukrol rendelkezésre allo
informdciokat az 5. abra foglalja 6ssze. Kdlcsonhatasuk tisztazasahoz PA metabolizmusban
modositott transzgénikus novényeket hasznaltak. Megtigyelték, hogy az SPMS tulmiikddése az
indolpirosz616savbol indol-3-ecetsav (IES) bioszintézisét végzé6 YUCCA (YUC) gének
expresszios mintazatanak valtozasat okozta: a YUCL és a YUCL0 expressziojat csokkentette, a

YUCS és a YUCS expressziojat viszont novelte (Gonzalez és mtsai., 2011).

A poliaminok feltehetéen hatdssal vannak az auxin transzportjara is, azonban ez még nem
bizonyitott. 35S::AtSAMDCI1 és az 35S::AtSPMS-9 tultermel6 névényekben a P-glycoprotein
10, a PIN5 auxin efflux és a LIKE AUX1 3 auxin influx karrier, mig spms-2 mutansokban a
Spm szintjének csokkenése kovetkeztében a PIN1, PIN7 és ATP-binding cassette B4 (ABCB4)
efflux karrierek kifejez6dése csokkent. Ugyanakkor az ADC2 talmiikédése az ABCB4
expresszidjanak novekedését eredményezte. Mindemellett a SPMS emelkedett expresszidja
(35S::AtSPMPS-9) miatti Spm szint névekedés az ACL5 gén expresszidjat novelte (Gonzalez
és mtsai., 2011; Anwar és mtsai., 2015). A T-Spm gatolja a xilem differencialodasat,
ugyanakkor eldsegiti a szar megnyulasat (Kakehi és mtsai., 2010; Takano és mtsai., 2012;
Alabdallah és mtsai., 2017; Miyamoto és mtsai., 2019). Mindemellett, a T-Spm gatolja az auxin
szintézisben, transzportban, illetve jelatvitelben szerepet jatszd géneknek az expresszidjat

(Yoshimoto és mtsai., 2016).

A 35S::AtSPMS-9 levelekben megndvekedett Spd szint a korai auxin valasz Small auxin-up

RNA (SAUR) géncsalad szamos tagjanak expresszidjat csokkentette (Gonzalez és mtsai.,

crer

GH3.6, GH3.17 mig a Spm aminosavakkal valé konjugéciojat a GH3.3, GH3.5 ¢és az IES
metilaciojat végzé INDOL-3-ACETIC ACID CARBOXYLMETHYLTRANSFERASE 1 (IAMT1)
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altal kodolt karboxi metiltranszferaz enzim végzi. A GH3 és az ITAM1 az auxin homeosztazist
szabalyozzdk az IES aminosavakkal torténd konjugacidja vagy IES-konjugatum szintézise,

illetve az IES inaktivalasa révén (Li és mtsai., 2008; Ludwig-Miiller, 2011).
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S. dbra: A poliaminok és az auxin kolcsonhatdsa

Az dabran a zold nyilak indukciot, a piros jelek gatlast, a narancssarga vonalak indukcio vagy
gatlas szempontjabol nem meghatarozott kapcsolatot jelentenek. Hasznalt roviditések: At:
Arabidopsis thaliana, AtADC: arginin-dekarboxildz, AtAIH: agmatin-iminohidrolaz; AtNLPI:
N-karbamoilputreszcin-amidohidrolaz;, AtSPDS: spermidin-szintiz;, AtACLS: acaulis 5
(termospermin-szintdaz); SAM: S-adenozil-metionin; AtSAMDC: SAM-dekarboxildz; dcSAM:
dekarboxilalt SAM; AtSPMS: spermin-szintaz, AtPAO: poliamin-oxidaz; AtCuAQO: réztartalmu
amin-oxidaz;, ABCB4: ATP-binding cassette B4; PIN: pin-formed; YUC: yucca; SAUR: Small
auxin-up RNA; IAMT1: indol-3-acetic acid carboxylmethyltransferase 1; Cui és mtsai., 2010;
Li és mtsai., 2008; Gonzalez és mtsai., 2011, Ludwig-Miiller, 2011; Anwar és mtsai., 2015;
Yoshimoto és mtsai., 2016 alapjan. Bovebb magyarazat a sz6vegben.

2.2.4.2 A poliaminok és citokinin kolcsonhatasa
Az AtADC2, AtSPMS-9 és AtSAMDCL taltermelése az 35S:: AtSPMS-9, 35S::AtADC2,
35S::AtSAMDC1 vonalakban nem befolyasolta a CK bioszintézisét, azonban 35S::AtSPMS-

25



9-vonalakban a CK-ek inaktivaciojat végzé CITOKININ OXIDAZ 1 (CKX1) és CKX6, mig
35S::AtSAMDC1-vonalakban a CKX1 kifejez6dését emelte meg (Alcazar és mtsai., 2005;
Gonzalez és mtsai., 2011) (6. abra). Az ADC2 talmitkkodése a CKX transzkripcidora nem volt

hatassal.

Ez alapjan feltételezhetd, hogy a poliaminok a CK homeosztazisban, azon beliil is
leginkabb a lebontds szabdlyozasaban jatszanak szerepet (Alcdzar és mtsai., 2005; Anwar és
mtsai., 2015). Ugyanakkor a citokininek novelik az ADC és a PAO aktivitasat, ami altal pedig
feltehetden nem befolyasolja a CK bioszintézist és jelatvitelt. A Spd és a Spm is fokozza a CK-
ek lebontasat, viszont a Spd gatolja, mig a Spm fokozza a CK jelatvitelben résztvevd gének
kifejez6dését. (Anwar és mtsai., 2015) (6. abra).

35S::AtSPMPS-9 Arabidopsis levelekben csokkent a CYTOKININ RESPONSE
FACTOR 8 (CRF8), mig nétt az B-tipusu (pozitiv) CK valaszregulatorok, B-ARR1 és az A-
tipust (negativ) CK valaszregulatorok, ARR3, ARR5 és ARR7 expresszidja. Kiilsé Spm kezelés
szintén novelte az ARRS expresszidjat (Gonzalez és mtsai., 2011; Anwar és mtsai., 2015). A
bud2/samdc4 mutans hiperszenzitiv CK-re, a megvaltozott auxin bioszintézis mellett a mutacio
az A-ARR-ek kifejez6dését is befolyasolja (ARR5, ARR6 és ARR15) (Cui és mtsai., 2010) (6.

abra).

A poliaminok szintézisén til azok visszaalakitasa is hatassal lehet a citokinin szintekre,
ezaltal befolyasolva a novények novekedési és fejlodési folyamatait. Az AtPAOS a T-Spm/Spd

homeosztazis szabalyozasan keresztiill befolyasolja az auxin-citokinin jelatvitelt és ezen

rrrrrr

2017).
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6. dbra: A poliaminok és a citokinin kéolcsonhatdsa

Az dbran a zold nyilak indukciot/aktivaciot, a piros jelek gatldst, a narancssdarga vonalak
indukcio vagy gatlas szempontjabol nem meghatarozott kapcsolatot jelentenek. Haszndalt
roviditések: At: Arabidopsis thaliana, AtADC: arginin-dekarboxilaz;, AtAIH: agmatin-
iminohidrolaz; AtNLPI: N-karbamoilputreszcin-amidohidrolaz; AtSPDS.: spermidin-szintdz;
AtACL5: acaulis 5 (termospermin-szintdz); SAM: S-adenozil-metionin; AtSAMDC: SAM-
dekarboxilaz, dcSAM: dekarboxilalt SAM; AtSPMS: spermin-szintaz; AtPAQO: poliamin-
oxidaz, AtCuAQ: réztartalmu amin-oxidaz;, CKX: citokinin oxiddaz; ARR: valaszregulator;
CRF8: cytokinin response factor 8; Alcdzar és mtsai., 2005, Cui és mtsai., 2010, Gonzalez és
mtsai., 2011; Kim és mtsai., 2014, Anwar és mtsai., 2015, Kim és mtsai., 2014; Alabdallah és
mtsai., 2017 alapjan. Bévebb magyardzat a szovegben.

2.3 Nitrogén-monoxid

A nitrogén-monoxid szerepének tanulmanyozasa az 1980-as évekre nyulik vissza. Ekkor
kimutattak, hogy a simaizomsejtek acetilkolin altal kivaltott relaxacidja fiigg az endotélialis
sejtek jelenlététol. Ezek a sejtek egy nagyon labilis természetii, gaz halmazallapoti kémiai jelet
bocsatanak ki, ami nem mas, mint nitrogén-monoxid (NO) (Ignarro és mtsai., 1987; Palmer és
mtsai., 1987; Furchgott, 1988). Innent6l aktiv kutatasok kezdddtek a NO szintézisével,

szerepeivel és jelatvitelével kapcsolatban, kiilondsen emlésokben és emberben. Kimutattak
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szerepét a neurotranszmisszid, a kiilonb6zoé immunologiai €s gyulladasos folyamatok, valamint
a vérnyomas szabalyozasaban (Bredt és Snyder, 1992; Kolbert és mtsai., 2019). A Science folyoirat
a NO-t az év molekulajanak nevezte 1992-ben és felfedezéséért, valamint érrendszerben
betoltott szerepének tisztazasaért orvosi Nobel dijat adomanyoztak 1998-ban (Howlett, 1998).
Novényekben kezdetben ugy gondoltak, hogy a NO, mint kiils6 1égszennyez6 van hatassal. Azt,
hogy a novények is képesek az eldallitasara kozel 45 évvel ezeldtt Klepper irta le elsdként
(Klepper, 1974, 1979), azbéta pedig novényekben is megindult a molekula szerepének,
szintézisének intenziv tanulméanyozésa a kiillonb6z6 névekedési, fejlodési €s stresszfolyamatok
soran.

A NO szintelen, gaz halmazallapotu, kétatomos szabadgydk, mely kis koncentracioban
fontos szerepet tolt be a jelatviteli folyamatokban, nagy koncentracioban azonban sejtkarositd
hatast. Kisméretli, igy konnyen atjut a plazmamembranokon. Az 4tlagos féléletideje rovid,
mindéssze 2-30 s (Habib és Ali, 2011), viszont kis koncentracioban ez jelentdsen
megnovekedhet (Stohr, 2002).

A NO novényekben betoltott szerepét, forrasait, funkcioit, molekuldris mechanizmusait,
jelatviteli utvonalait és hatdsait az elmult évtizedekben széles korben tanulmanyoztak
(Delledonne és mtsai., 1998; Wendehenne €s mtsai., 2004; Yu és mtsai., 2014; Sanz és mtsai.,
2015; Astier és mtsai., 2018; Kolbert és mtsai., 2019).

Kimutattak, hogy fontos szerepet jatszik szamos fiziologiai folyamatban, hatassal van a
novények novekedésére és fejlodésére, jelatviteli molekulaként befolyasolja szdmos hormon,
igy tobbek kozott az auxinok és a citokininek szerepét, fontos szerepet jatszik a ndvényi
immunvalaszokban, valamint a kiilonb6z6 abiotikus és biotikus stresszvalaszokban
(Delledonne és mtsai., 1998; Pagnussat és mtsai., 2002; Otvos és mtsai., 2005; Corpas és mtsai.,
2006; Neill és mtsai., 2008; Qiao és Fan, 2008; Liu és mtsai., 2013; Hasanuzzaman és mtsai.,
2018).

2.3.1 A nitrogén-monoxid metabolizmusa

Allatokban a nitrogén-monoxid-szintaz (NOS) enzim katalizalja az L-arginin kétlépéses
oxidacigjat L-citrulinna, majd nitrogén oxidda (Forstermann és Sessa, 2012). Novényekben
keletkezése Osszetettebb folyamat, erre vonatkozoan tobb utvonalat is leirtak. Novényekben
NO keletkezhet reduktiv és oxidativ uton. A reduktiv utvonalon a NO a nitritb6l keletkezik a
nitrat reduktaz (NR) enzim nitrit aktivitasa (Ni-NR aktivitas) altal. A NR f6 feladata a nitrat

atalakitdsa nitritté, azonban NADH jelenlétében képes a nitritet is atalakitani nitrogén-
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monoxidda. Az 6ssz enzim aktivitasanak ez minddssze 1%-a, de indukalhat6 pl. savas pH-n
(Meyer és mtsai., 2005; Rockel és mtsai., 2002). Ladfii genomban 2 NR izoenzimet kodolod
gént azonositottak: a NITRATE REDUCTASE 1 (AtNIA1) és a NITRATE REDUCTASE 2
(AtNIA2). Az enzim NO szintézisben betoltott szerepét szimpla nial, nia2 és nial/nia2 dupla
mutans ludfi novényekkel végzett kisérletekkel igazoltak (Desikan és mtsai., 2002).

A nitrit redukaldédhat nitrogén-monoxidda a mitokondridlis elektrontranszportlanc
kozremiikddésével is (Gupta és mtsai., 2011a). Ha magas a nitrit koncentracié és alacsony a
pH, akkor a redukci6 megtorténhet nem enzimatikus folyamatok, pl. a karotinoidok
kozremiikodésének az eredményeképpen is (Bethke és mtsai., 2004; Crawford, 2006). A xantin
dehidrogenaz szintén redukalhatja a nitritet NO-da. A folyamat a peroxiszomaban torténik,
NADH vagy xantin jelenlétében, anaerob koriilmények mellett (Harrison, 2004). Mindezek
mellett a hidroxil-amin, illetve a szalicil-hidroxamat is lehet kiindulasi vegyiilete a NO reduktiv
uton torténd keletkezésének (Hasanuzzaman €és mtsai., 2018).

A NO oxidativ uton tobbek kozott az L-arginin fiiggd Gtvonalon keletkezhet. Ez az
utvonal NADPH-t hasznal, viszont az enzimet és a mechanizmust, ami ezt az utvonalat
szabalyozza, még nem sikeriilt teljes mértékben azonositani (Hasanuzzaman és mtsai., 2018).
A Spd és a Spm ndvényekben szintén okozhat NO képzddést, bar ennek pontos mechanizmusa
nem ismert, a hatds gyors megjelenése alapjan kozvetlen kapcsolat feltételezhetdé kozottiik
(Gupta és mtsai., 2011a). Nemcsak a poliaminok, hanem azok lebontasa a Kkiilonb6z6
aminoxidazok altal is hozzajarulhat kozvetlenill vagy kozvetve a NO keletkezéséhez, de a
mechanizmus, ami 4ltal ez torténik, még szintén nem tisztadzott (Tun és mitsai., 2006;

Prochazkova és mtsai., 2014; Wimalasekera és mtsai., 2011; Benkd és mtsai., 2020).

Mint minden jelmolekulanal, igy a NO-nal is fontos, hogy szintje szabalyozott legyen,
azaz, ha magas a koncentracidja, aktivalodjanak azok a folyamatok, amelyek a lebontasat
lehetové teszik. Ezek a folyamatok magukba foglaljak a NO oxigénnel torténd reakciojat,
melynek eredményeképpen nitrit és nitrat keletkezik. A reaktiv oxigénformak szintén
csokkenthetik a NO mennyiségét, ilyen pl a szuperoxid gydkanion, melynek NO-dal valo

reakcidja peroxinitritet eredményez (Alamillo és Garcia-Olmedo, 2001).

Ennél joval szelektivebb enzimatikus szabalyozast tesz lehetové a S-nitrozoglutation-
reduktaz (GSNOR) (Malik €és mtsai., 2011). A NO és a redukalt glutation (GSH) reakcidja altal
S-nitrozoglutation (GSNO) keletkezik, ami a ndvényi sejtek mobilis NO raktara. A GSNO-t az
GSNOR NADPH jelenlétében oxidalt glutationnd (GSSG) és ammoniava alakitja, ezaltal
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csokkentve a GSNO ¢és igy a raktarozott NO szintjét (Corpas és Barroso, 2013). Az enzimet
ludfiiben egy gén, az AtGSNOR1 kédolja (Xu és mtsai., 2013).

Mindemellett a NO képes reakcidba 1épni a ndvényekben talalhaté nem szimbiotikus
hemoglobinokkal is, mely reakcid soran nitrat keletkezik (Hebelstrup €s mtsai., 2013). Az
irodalom alapjan ez a reakci6 foleg anoxia €s hipoxia soran jatszik fontos szerepet (Dordas és
mtsai., 2003; Hebelstrup és mtsai., 2013). A ndvényi hemoglobinokat 20 évvel ezeldtt fedezték
fel. Fontos szerepet jatszanak az oxigén szallitasaban és a NO kioltasdban. 3 osztalyuk
kiilonithet6 el. Az elsé és a masodik osztalyba tartozo hemoglobinok struktiraja hasonld az
allati mioglobinokhoz, illetve az emberi globinokhoz, amig a harmadik osztalyba tartozo
hemoglobinok a prokariotak globinjadhoz mutatnak nagyobb hasonldsadgot. Mindemellett az elsé
¢s masodik osztilyba tartozd6 hemoglobinok erdsen, amig a harmadik osztalyba tartozok
gyengén kotik az oxigént (Wang és mtsai., 2011). Szdmos tanulmany mutatja, hogy az egyes
hemoglobinok szintjében bekdvetkezd valtozasok jelentésen befolyasoljadk a ndvények
fejlodési és morfogén folyamatait (Kolbert és mtsai.,, 2019; Mira és mtsai., 2015). Az
Arabidopsis genom harom hemoglobin gént tartalmaz [HEMOGLOBIN 1 (GLB1), GLB2 és
GLB3]. Az altaluk kodol fehérjék eltéré osztalyokba tartoznak és kiilonbozé feladatokkal
rendelkeznek (Gupta és mtsai., 2011b). Mind a GLB1, mind a GLB2 képes csokkenteni az
endogén NO szintjét, a GLB1-nek azonban nagyobb affinitdsa van NO irant, ezért er6sebb

kioltonak szamit (Wang €s mtsai., 2011).

rrrrr

A NO szerepét a névények novekedési és fejlodési folyamataiban mar széles korben
tanulmanyoztak. Novekedésre kifejtett hatasat elsoként kicsit tobb mint 30 évvel ezeldtt irtak
le. Az Oregedés soran alacsony koncentracidban csokkenti az etilén mennyiségét, ezaltal
lassitva a folyamatot (Leshem és Haramaty, 1996). Ennek a megfigyelésnek gazdasagi
jelentdsége is van, hiszen lehetdvé teheti a ndvények betakaritas utani kezelése altal az 6regedés
késleltetését (Kolbert és mtsai., 2019). A NO novekedésre gyakorolt hatasat kimutattak tobbek
kozott a gyokér megnyulésa, illetve a hipokotil ndvekedése soran is (Gouvéa és mtsai., 1997,
Beligni és Lamattina, 2000).

A fejlédési folyamatokon beliil szerepet jatszik a fotomorfogenezis, a viragképzddés, a
magnyugalom, a gravitropizmus, illetve a xilém differenciacio szabalyozasaban is (Lamattina
és mtsai., 2003; He és mtsai., 2004; Gabaldon és mtsai., 2005; Hu és mtsai., 2005; Bethke és
mtsai., 2006). A regeneracios folyamatokon beliil szerepét leirtdk az embriogenezis éS az
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indirekt organogenezis szabalyozasaban is (Pagnussat és mtsai., 2002; Correa-Aragunde és
mtsai., 2004; Otvos és mtsai., 2005). A gydkérfejlodést tobb ponton is szabalyozza, részt vesz
az oldalgyokerek, a jarulékos gyokerek és a gyokérszordk kialakulasaban is (Del Castello és
mtsai., 2019). A gyokérfejlodés, illetve a hajtasregeneracio soran az auxin jelatvitelen keresztiil
befolyasolja a sejtosztodasi folyamatokat (Pagnussat és mtsai., 2002; Correa-Aragunde ¢€s
mtsai., 2004; Shen és mitsai., 2013). Hatidsa azonban ezekben a folyamatokban is
koncentraciofiiggd. Auxinnal egyiitt alkalmazva, megfeleld koncentracioban a NO a
sejtosztodasok indukalasaval pozitiv hatassal lehet az embriogén sejtek képzddésére (Otvos és
mtsai., 2005). Magas koncentracioban azonban a NO csokkenti az auxin transzportot és az
auxin valaszt, amin keresztiil negativan befolyasolja a merisztéma sejtek osztodasat és ezaltal
a merisztéma méretét és fenntartasat (Fernandez-Marcos és mtsai., 2011).

A NO nemcsak az auxin, de a citokinin jelatvitelben is rész vehet. Utanozhatja a
citokininek hatasat, ugyanakkor a NO szintézis gatlasa gatolhatja a CK hatasat (Romanov és
mtsai., 2008). Mindemellett a citokininek is hatassal lehetnek a NO keletkezésére. Kimutattak,
hogy a NO a kalluszképzésben és a hajtasmerisztéma fenntartasaban a CK jelatvitel utvonal
részeként az Arabidopsis CYCLIN D3;1 indukalasan keresztiil szabalyozza a sejtosztodasi
folyamatokat (Shen és mtsai., 2013).

Auxin, illetve CK jelatvitelre kifejtett hatasat alatdmasztja, hogy a kiils6 NO
befolyasolhat CK és auxin-fliggé folyamatokat is. A CK fiiggd hajtasregeneraciot befolyasolo
hatasat leirtak mar tobbek k6z6tt vaniliaban (Tan és mtsai., 2013) és tatikaban (Zafarghandi és
Rahmati-Joneidabad, 2020), mig azt, hogy hatassal van az auxin-fliggd gyokérregeneraciora,
kigyouborkéban és paradicsomban (Pagnussat és mtsai., 2002; Correa-Aragunde €s mtsai.,

2004).

A hemoglobinok szintén fontos szerepet jatszanak a ndvények novekedési és fejlédési
folyamataiban. In vitro embriogenezis alatt fontos szerepet jatszanak a sejtsors
meghatarozasaban. A NO szintek modositadsaval befolyasolhatjak az auxin jelatvitelt és igy az
embriogenezist (Mira és mtsai., 2015 és referenciak ezen beliil). Lidfiiben a GLB2 elnyomasa
miatti NO emelkedés serkenti az auxin termelést a MYC2 transzkripcios faktor, az auxin
bioszintézis gatljanak leszabalyozdsa réven. Az auxin szint mellett a MYC2 szdmos mas
novekedésszabalyoz6, koztiik a jAzmonsav, a szalicilsav, a gibberellinsav és az abszcizinsav
jelatvitelében is részt vesz. Szomatikus embriogenezis alatt a jazmonsav GLB2/NO fiiggd
moédon gatolja a MYC2-t, mely auxin felhalmozodashoz vezet, ami kedvez az embrid

képzddésnek (Elhiti és mtsai., 2013; Huang ¢és mtsai., 2014; Mira és mtsai., 2016). Ludfiiben
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kiils6 NO kezelés hatasara vagy glbl mutansban a megnovekedett NO szint fokozza az etilén
bioszintézis gének, az 1-AMINOCIKLOPROPAN-1-KARBONSAV (ACC) SZINTAZ (ACS) és
ACC OXIDAZ (ACO) expressziojat, a megnovekedett etilén szint pedig gatolja az auxin
bioszintézist és ezen keresztiil az embrio keletkezést. Ugyanakkor az etilén szintézis gatlasa
szamos auxin bioszintézis gén expressziodjat ndveli, ami kedvez az auxin felhalmozdodasnak az
explantum azon oldalan, ahol embriok keletkeznek. Osszegezve, glbl mutdnsban a magas NO
szint noveli az etilén szintet, ami gatolja az auxin keletkezését és ily mddon az embrid képzddést
ladfiilben (Mira és mtsai., 2015) (7. abra).

A hemoglobinok a CK érzékenység befolyasolasaval hatdssal lehetnek az indirekt
hajtasregeneraciora. Ludfiiben mind az AtGLB1 (35S::GLB1), mind pedig az AtGLB2
(35S::GLB2) gén tultermelése noveli a CK érzékenységet a B-ARR valaszregulator gének
expresszidjanak (ARR2, ARR12 és ARR13) novelésén és az A-ARR-ek (ARR4, ARR5, ARRY7,
ARR15 ¢és ARR16) kifjezddésének gatlasan keresztiil, ami tobb hajtas kialakulasat eredményezi
in vitro indirekt hajtasképz6dés soran (7. abra). Erdekes modon a két gén elcsendesitése soran
csak az AtGLB2 elcsendesitése csokkenti a kialakult hajtasmerisztémak szamat. Az AtGLB1
elcsendesitése a kontrollhoz hasonld szamu hajtas megjelenését eredményezi (Wang €s mtsai.,

2011).

A CITOKININ B AUXIN

ARR2 hemOQIObin embrio

ARR12 / kialakulas
ARRI3 ooy

ARR5 J— MYC2 == Juxin
/
NO

ARR7
CK ARR15 '|'
(jelatvitel) ARR16 ACS e
CYCLIN D3;1 ACO
kiZ Eii?és sejtosztodas,

merisztéma méret

7. abra A NO és a hemoglobinok kapcsolata az auxinnal és a citokininnel

Az abrdn a zold nyilak indukciot/aktivdciot, a piros jelek gatldst jelentenek. A) A NO és a
hemoglobinok kapcsolata a citokininnel, B) A NO és a hemoglobinok kapcsolata az auxinnal
Hasznalt roviditések: ARR: valaszregulator; CK: citokinin, ACO: ACC oxidaz; ACS: ACC
szintaz;, Wang és mtsai., 2011; Shen és mtsai., 2013, Elhiti és mtsai., 2013, Huang és mtsai.,
2014; Mira és mtsai., 2015; Mira és mtsai., 2016 alapjan; Bévebb magyardzat a szévegben.

32



3. CELKITUZESEK

Miutan a poliaminok, a poliamin oxidaz, a nitrogén-monoxid és a hemoglobinok is hatassal
lehetnek a citokinin érzékenységre, munkdm soran ezek hatdsat vizsgaltam egy erdsen
citokinin-fiigg6é folyamat, az oldalgydkér primordiumok hajtasmerisztémava torténd direkt

atalakulasa soran Arabidopsis thaliana névényben.
Kutatdsaim soran az aldbbi kérdésekre kerestem a vélaszt:
- Van-e szerepe a PA-oknak a CK-indukalt hajtasmerisztéma kialakulasban?

- Valtozik-e a PA-k szintézisében és lebontasaban szerepet jatszo gének expresszidja a OGYP-

HM konverzi6 soran?

- Amennyiben a PA-k lebontasa hatassal van a hajtasmerisztémak kialakulasara, akkor az

miként valosul meg?

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

hajtasmerisztéma képzodés folyamataban? Kapcsolodik-e ez a hatas a poliaminokhoz?
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1 A Kisérleti novény bemutatasa, in vitro szovettenyészet

4.1.1 A Kkisérleti novény és novényi vonalak

Kisérleteinkhez Arabidopsis thaliana (L.) vad tipust (Columbia o6kotipus, Col-0),
tovabba AtPAO2 (35S::PAO2) és AtPAOS (35S::PAOS) transzgenikus vonalakat és pao5-2 T-
DNS inszerciés mutanst (SALK 053110, Alonso et al., 2003) hasznaltunk (Ahou és mtsai.,
2014; Alabdallah és mtsai., 2017; Fincato és mtsai., 2011; Kim és mtsai., 2014).

4.1.2. A novények elokészitése, nevelése, az in vitro gyokér alapi regeneracios rendszer

bemutatasa

Els6 1épésként a magokat 70%-os etanol és 4%-os natrium-hipoklorit oldat (4,5% aktiv
klér tartalmt Domestos) felhasznalasaval sterilizaltuk, majd steril vizzel mostuk azokat, ot

alkalommal 1-1 percig.

Az in vitro gyokér alapu regeneracios rendszer felallitisa Rosspopoff és munkatarsai

(2017) munkéja alapjan, annak kis modositasaval tortént.

A sterilizalt magokat, négyzet alaki milanyag Petri-csészékben, szilard taptalajon steril
koriilmények kozott csiraztattuk, 1% D(+)-szachardzt (Molar Chemicals KFT, Halasztelek,
Magyarorszag), 0,6% agarozt (Electran, DNA pure grade for electrophoresis; VWR
International LLC, Radnor, Pennsylvania, Egyesiilt Allamok), és 0,5 g/l 2-(N-Morpholino)-
etan-szulfonsav (MES) monohidratot (Duchefa Biochemie B.V., Haarlem, Hollandia)
tartalmaz6 Gamborg B5 vitaminokkal kiegészitett MS (Murashige ¢s Skoog Medium including
B5 vitamins, Duchefa Biochemie) taptalajon (pH=5,8). A taptalajban 1,25 uM 2,3,5-trijod-
benzoesav (TIBA) (Fluka Chemie GmbH, Buchs, Svéjc) alkalmazasa biztositotta a magok
csirazasanak szinkronizaciojat. 21 °C hémérsékletli névényneveld kamraban (Fitoclima S 600
PLH, Aralab, Portugal), 8 h fény/16 h sététperiodus és 50 pmol m? s fényintenzitas mellett,
melyet Sylvania Luxline Plus (Feilo Sylvania Europe Limited, London, Egyesiilt Kirdlysag)

fénycsovek biztositottak, a lemezeket vertikalisan tartva a novényeket 6 napig neveltiik.

6 nap elteltével a csiranovényeket 43 6rdn keresztiil naftilecetsavval (NES; 3,3 uM)
(Duchefa Biochemie) kezeltik, annak érdekében, hogy indukaljuk az oldalgyokér
primordiumok megjelenését. Kovetkezd 1épésben a csirandvényeket citokinin tartalmi

taptalajra helyeztiik (MS Medium including B5 vitamins, 0,5 g/l MES monohidrat, 2% D(+)-
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gliikoéz (Molar Chemicals), 0,6% agardz, 8,16 uM 6-(y,y-Dimethylallylamino)purine [N6-(2-
izopentenil)adenin, 2iP] (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Egyesiilt Allamok) (pH=5,8)),
ahol megindult a kompetens oldalgyokér primordiumok funkcionalis hajtdsmerisztémava
torténd atalakuldsa. A novények nevelése a kisérletek teljes idétartama alatt a csiraztatassal

megegyez0 homérsékleti €s fényviszonyok mellett tortént.

4.2 Kiilso kezelések és mintavétel

A kiils6 poliamin, valamint H202 kezelések esetén torzsoldatot készitettiink, amihez a
spermidint, spermint, termospermint feloldottuk és 22 um poérusatméréji szir6 (Merck
Millipore; Millex®-GV Filter, 0,22 um; Burlington, MA, USA) segitségével sterilen atsz{irtiik,
a H>O»- t Milli-Q® vizben higitottuk, majd ezeket 100 uM-os végkoncentracioban a taptalajhoz
adtuk. A kiils6 NO kezeléshez, NO donorként S-nitrozoglutationt (GSNO) hasznaltunk. Az
elozoekben leirtak szerint a GSNO-bol tozsoldatot készitettiink. A torzsoldatot sotétben,
készitettiink, majd ezt sterilen szlrtiik és a novények gyokerére csepegtettiik.

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

Mintét a citokinin indukciét kovetd 4 idOpontban Vvettiink: 24 6ra (mitdtikus osztodasi
sziinet), 48 ora (szervkezdemények megjelenése), 72 6ra (korai promerisztéma kialakulasa) és

96 ora (késdi promerisztéma kialakuldsa) elteltével.

Génexpresszios vizsgalatokhoz €és a poliamin tartalom meghatarozasahoz mintakat a
csiranovények gyokerebdl vettiink, amig a ROF és a NO szintjének meghatarozasahoz teljes
csirandvényeket hasznaltunk. A kisérleteket 3 biologiai ismétlésben végeztiik el, biologiai
ismétlésenként a génexpresszios vizsgalatokhoz 3, az alkalmazott festési technikak, valamint a

regeneracios hatdkonysag meghatarozasahoz legalabb 20 technikai ismétlést alkalmazva.

Kontrollként a csiraztatd téptalajon levd, hatnapos csirandvények gydkerét vagy
kiilséleg alkalmazott kezelések esetén, a CK taptalajon levd, vad tipusi Col-0 ndvényeket
hasznaltuk. Génexpresszios vizsgalatok esetén kontrollként a vad tipusu Col-O hatnapos

csirandvények gyokerét hasznaltuk.

35



4.3 A Kkisérleti rendszer bemutatasa

A gyokér alapu direkt-uton torténd hajtas regeneracids rendszerekben magas citokinin
koncentraciot alkalmazva organogén eredetli hajtasok jonnek létre direkt titon az odalgyokér
(Chatfield és mtsai., 2013; Kareem és mtsai., 2016). Miutan, ahogy korabban is leirtam, a
leghatékonyabb ilyen tipust rendszert Rosspopoff és munkatarsai (2017) dolgoztak ki,
munkank soran mi IS ezt a rendszert hasznaltuk, kisebb mértékii modositasokkal. llyen
modositas volt az, hogy gyokér explantumok helyett teljes csirandvényeket hasznaltunk, ezaltal

elkeriilva a sebzés altal okozott hatasokat.

A 6 napos csiraztatast kovetden a csirandvényeket magas auxin tartalmu taptalajra
helyeztiik, mely indukalta az oldalgyokér primordiumok (OGYP) kialakulasat. A 43 6ras auxin
indukcid biztositotta, hogy az OGYP-ok a megfeleld fejlédési stadiumba keriiljenek, azaz
kompetenssé valjanak a konverziora. A csirandvényeket ezutdn magas CK tartalmu taptalajra
helyeztiik at. A kiils6leg alkalmazott kezelések citokinin indukcidval egy idében torténtek.
Mintékat a teljes novények gyokerébdl a CK indukcid utan 24 o6raval (mitdtikus osztodasi
szlinet), 48 oraval (szervkezdemények megjelenése), 72 oraval (korai hajtdspromerisztéma
kialakulasa) és 96 oOraval (kés6i hajtaspromerisztéma kialakuldsa) vettiink. A kialakult

regeneratumokat a CK indukciot kovetd 10. napon szamoltuk meg (8. abra).

6 napos csirandvény
o MINTAVETEL

- “ (abszolut kontroll)

auxin indukcio
(NES) _—
43 ora citokinin '
indukcié m

* 7 aib N N\ ﬂ b

»€

e

- l 24 h 48 h 72h 96 h { r'}

=~ HompeteEs 7 e zervkezdemények korai kései ol
OoGYP / mitotikus  szerv ezdeménye hajtéspromerisztéma P .

T osztodasi sziinet ~ megjelenése S
kiilsoleg f ¢
alkalmazott t t ” o £n
kezelés _ v > S CK indukeié uténi 10 nap

M lN"‘l‘ AVETEL (kialakult regenerdatumok
(gyikér) megszdmoldsa)

8. abra A kisérleteink soran haszndlt rendszer bemutatdsa

Hasznalt roviditések: NES: naftilecetsav; CK: citokinin; 2iP: 6-(y,y-Dimethylallylamino)purine
[N6-(2- izopentenil)adenin]; OGYP: oldalgyékér primordium; Rosspopoff és mtsai. (2017)
alapjan, modositva
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4.4 Molekularis biolégiai modszerek

4.4.1 RNS izolalas

RNS kivondshoz Quick-RNA™ Miniprep Plus Kitet (Zymo Research, Irvine,
Kalifornia, Egyesiilt Allamok) hasznaltunk a gyarto altal javasolt protokoll szerint. Az RNS
mennyiségének meghatdrozasa a 260 nm-en mért optikai denzitds alapjan NanoDrop™
2000/2000c spektrofotométer segitségével tortént. A mintak tisztasagara és mindségére az
0D260/0D280 és az OD260/0OD230 aranybol kovetkeztettiink, illetve gélelektroforézissel

(1%-o0s agardz gélben) ellendriztiik az esetleges degradaciot.

4.4.2 ¢cDNS szintézis

A tisztitott RNS mintdkbol Revert Aid First Strand cDNA Synthesis Kit (Termo Fisher
Scientific) reagenseinek alkalmazasaval végeziik el a komplementer egyszali DNS (cDNS)
szintézisét a gyartd utasitasai szerint, 20 pl végtérfogatban. A cDNS termeéket 1:10 aranyban
higitottuk nukledzmentes AccuGENE® vizzel (Lonza, Verviers, Belgium). A cDNS
mindségének ellendrzését polimeraz lancreakcid (PCR) segitségével végeztiik el. Kontrollként
a GLYCERALDEHYDE-3-PHOSPHATE DEHYDROGENASE C-2 gént (AtGAPC-2);
AT1G13440) hasznaltuk. A PCR reakcidhoz Fermentas DreamTaq™ DNA Polymerase

enzimet (Thermo Fisher Scientific) hasznaltunk a gyart6 altal javasolt protokollt kdvetve.

A hasznalt primerek szekvenciai a kovetkezdek voltak:
AtGAPC-2 F: 5> ACTTGAAGGGTGGTGCTAAA 3°
AtGAPC-2_R: 5" ACATTCCGGTCAATTTTCCATT 3’

4.4.3 Valos idejii kvantitativ polimeraz lancreakcio (RT-qPCR)

A génspecifikus primereket a Primer3 szoftver (Rozen és Skaletsky, 2000) segitségével
terveztilk meg. A hasznalt primerek listajat és szekvenciajat az 1. tablazatban foglaltuk dssze.

A primer szekvenciakat a Primer3 program (https://primer3.ut.ee/) alkalmazasaval terveztiik

meg. Dimerizaciora valo hajlamukat az OligoAnalyzer™ Tool

(https://eu.idtdna.com/calc/analyzer) segitségével vizsgaltuk.

A vizsgalni kivant gének relativ expresszidjat RT-qPCR segitségével, a qgTOWER 2.0
(Analytic Jena AG, Life Science, Jéna, Németorszag), valamint a CFX384 Touch Real-Time
PCR Detection System (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, Kalifornia, Egyesiilt Allamok)
késziilékekkel végeztiik el. Az adatok normalizalasahoz az UBIQITIN 1 (UBQ1, AT3G52590)
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illetve a PROTEIN PHOSPHATASE 2A SUBUNIT A3 (PP2A3, AT1G13320) haztartasi géneket
valasztottuk. A “The Bio-Analytic Resource for Plant Biology” (bar.u-toronto.ca; (Winter és
mtsai., 2007)) Arabidopsis Regeneration eFP browser alapjan ezek a gének konstans modon
expresszalodnak az Arabidopsis gyokérbdl torténd novényregeneracié soran, illetve a novény
egyéb szerveiben, szoveteiben. A valos ideji PCR sordn a DNS mennyiségének mérése
fluoreszcens detektalason alapul, amihez kisérleteinkben SYBR Green-t, egy, a kettds szala
DNS-hez kotddé fluoreszcens festéket hasznaltunk. A reakcidelegy végtérfogata 14 pl,
valamint 7 pl volt, melyben 2 pl és 1 pl higitott cDNS, 7 ul és 3,5 ul Thermo Scientific TM
Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2x), 0.42 ul és 0,21 pl “forward” primer, 0.42
ul és 0,21 pl “reverse” primer volt (az egyes oligonukleotidok 0,33 uM végkoncentracioban
voltak jelen). A reakci6 10 perces 95 °C-os hevitéssel kezd6dott, majd 40 ciklus kovetkezett az
alabbi paraméterekkel: 95 °C 15 mésodperc, 60 °C 1 perc. Végiil hozzaadtuk a disszociacios

fazist; 95 °C 15 masodperc, 60 °C 15 masodperc, 95 °C 15 mésodperc.

Templatonként és primerenként harom technikai ismétlést alkalmaztunk, valamint
kontrollként Un. “non template control” -t is hasznaltunk. Az adatokat a qPCRsoft (Analytik
Jena AG), valamint a Bio-Rad CFX Maestro (Bio-Rad) szoftverek segitségével értékeltiik ki.
Az mRNS relativ transzkript szintjét az UBQ1 és a PP2A3 gének atlagahoz viszonyitva
kalkulaltuk a 2" modszer segitségével. A mintak mRNS tartalmanak meghatérozasa soran

hatnapos csirandvény mRNS szintjét tekintettiik kontrollnak (relativ értéke: 1).

Primer szekvenciak Gén neve
(AGI locus kéd)

F:5' - GAGTCCACAATCTGTTCGGTG - 3' AtADC1

R:5 -GTTGTTGTTGTTCCTCGGCT - 3' (AT2G16500)
F:5 -GTGGTGGTTTGGGGATTGAC- 3' AtADC2

R:5' - CGGGAGTTGCTTGATGAACC- 3' (ATAG34710)
F: 5 -TCCGCTTCACTTCACACCAA -3 AtSPDS1
R:5' - GCCGCCGTTATCATCCTCTT- 3 (AT1623820)
F:5' - CTGATCCAATCGGTCCAGCA - 3' AtSPDS2
R:5' - GGAACACTGGTCCAAGCGTA- 3 (AT1G70310)
F:5 -TTTTCGGAACCTCACCCTCG - 3 AtSPMS

R:5' -CTTTCCGTACGTGGCTGACT - 3' (AT5G53120)
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F:5 - CTACCGCCTCCGTCATCATC - 3 AtPAO1

R:5'- ACTCTTTACCACCGACACCG- 3 (AT5G13700)
F:5' - AGAGGCTTAGGGTTCCAGTG - 3' AtPAO2

R:5'- ATCCAACTCACCATACCGCT- 3 (AT2G43020)
F: 5 - GGATGAGCAGGACGAAGACA- 3 AtPAO3

R:5' - GATCCCAACACTTTGCCGAG - 3 (AT3G59050)
F:5 -TTCCGCCGCAGTTGGTTA-3' AtPAO4

R:5'- CGCCATCCCTTCTTGCCT- 3 (AT1G65840)
F: 5 -TCGGTGGAAGCCCTGTTTAT -3' AtPAOS5

R: 5'-CGGCGTCGGATTGAGAGAT - 3 (ATAG29720)
F: 5’ - CAACACCCTTGACCTTAGCC - 3° AtSAMDC1

R: 5 - GCTTGTATGAGTTCGCTCCA -3’ (AT3G02470.1)
F: 5 TACTTGATGGGCAATGACGA- 3’ AtSAMDC?2

R: 5’ -TGTTGGCAGAAGAAGCAGAG - 3’ (AT5G15950.1)
F: 5 - CGAGGTATTGGCGTCTGATT- 3’ AtSAMDC3

R: 5" - GGTGAGCAACATTCAACAGTCT- 3 (AT3G25570.1)
F: 5’ -CTCTACGACAACGGTCACGA -3’ AtSAMDCA4

R: 5’ - CACTTGGACGGAAAACATCA -3 (AT5G18930.1)
F: 5 -TCCTCCTTCTCCACCAACAC -3 AtESR1

R: 5’ - AACGATAAACCACCGTCTGC - 3 (AT1612980.1)
F:5° - GCTGACTTCCATGTCGAAGGA- 3’ AtESR?2

R: 5’ -TCTGCTGCATCTTAGCTGAATC - 3° (AT1G24590)
F: 5 - ACAAAGGCAAAGGCAACTTC- 3 AtNIAL

R:5' - CCACATACATCTCGGTTTCGT- 3 (ATL1G77760)
F: 5 -GCGTGGTGTCCCTCTCTG- 3 AtNIA2

R:5'- TGATGCTCGTTCCGTATTTG- 3' (AT1G37130)
F:5' - AGCCTCACGCAATGTCTGTT- 3 AtGLB1

R:5' -TTTCCCTGTTTTCCTCAGTTG- 3 (AT2G16060)
F: 5 - TGAAGTCCCTCACAACAATCC- 3 AtGLB2

R:5'- TCAGCCACTACCACCTTTCC-3' (AT3G10520)
F: 5 - ACTGATGGCGGTGTTGACTA-3' AtGSNOR1

(AT5G43940)
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R:5' - TTGGAACGGACGAGTTGATA- 3
F:5°-TTCTCATCCTCTCCTCACAGTTAC- 3’ AtARR4

R: 5’- CACCGACGCTCATCATCTCC- 3’ (AT1G10470)
F:5°- ATGTCCTGATTCTTTCGGCTTAC- 3 AtARRS

R: 5°- AACCCATCTTTGTCACTCTTG- 3’ (AT3G48100)
F: 5°- TATGTCACCTAACCTAACTTC- 3 AtARR7

R: 5’- ACCGCCATTGTCAAACTCAGA- 3’ (AT1G19050)
F:5’-ATCTCCATCATCATCATCAAC-3’ AtARR15

R: 5’- ATCTCCATCATCATCATCAAC- 3 (AT1G74890)
F:5’-ATCTCTTCCCCATTGCTCTC-3’ AtARR16

R: 5’- TCTCTGGTGATGGTATTTATGATG- 3° (AT2G40670)
F: 5" - CGCAAGTGCTATGCTCGTCTT -3 UBQ1

R: 5’ - GCCTCAACTGGTTGCTGTGA - 3° (AT3G52590)
F:5° - ATTCCGATAGTCGACCAAGC -3’ PP2AA3

R: 5’ - AACATCAACATCTGGGTCTTCA -3’ (AT1613320.1)

1. tablazat: A RT-QPCR sordn a transzkripcios szintek meghatdarozasahoz hasznalt

primerek.

4.5 Sztereomikroszkoppal végzett vizsgalatok

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

verzio) hasznaltunk.

4.6 Reaktiv oxigén formak és a nitrogén-monoxid detektilasa és mennyiségi

meghatarozasa fluoreszcens mikroszkoppal

4.6.1 A reaktiv oxigén formak in situ detektalasa

A reaktiv oxigén formak kimutatasa 2’-7’-diklérdihidrofluoreszcein diacetat

(H.DCFDA) festék alkalmazasaval tortént (Benkd és mtsai., 2020; Gémes és mtsai., 2011). A
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festés soran a mintakat 10 uM H2DCFDA oldattal, 15 percig, 37 °C-on, s6tétben inkubaltuk,
majd 20 percen at 4-szer mostuk azokat 2-(N-morfolino)etanszulfonsav/ kalium-klorid
MES/KCI (10-3 M, pH 6,15) pufferrel.

A DCFDA (2°,7’-diklorfluoreszcein diacetat) molekula képes a sejtekbe jutni, ahol az
intracellularis észterazok altali hidrolizacio révén DCF (2°,7’-diklorfluoreszcein) molekula
szabadul fel, ami a sejten beliil csapdazodik. Hidrogén peroxiddal vagy egyéb peroxidokkal,
foként hidroperoxidokkal torténd reakcioja soran egy fluoreszcens DCF szarmazék (exc.:480

nm, em.: 530 nm) jon létre (Sandalio és mtsai., 2008).

4.6.2 A nitrogén-monoxid kimutatasa

A nitrogén-monoxid szintek meghatarozasahoz DAF-FM DA (4-amino-5-metilamino-
2°,7’-difluorofluoreszcein diacetat) festéket hasznaltunk. 10 uM DAF-FM DA oldatban 30
percig szobahémérsékleten inkubaltuk a novényeket, majd Tris-HCI pufferrel (10 mM, pH 7,4)
kétszer 5 percig mostuk (Kolbert és mtsai., 2015). A DAF-FM DA képes a sejtekbe jutni, ahol
intracellularis észterazok altali hasitasa révén DAF-FM (4-amino-5-metilamino-2°,7’-
difluorfluoreszcein) szabadul fel, ami a sejtben csapdazodik. A DAF-FM fluoreszcencia Oo-
fliggd, igy feltételezhetben a NO oxidéacidja soran keletkezd koztitermékek révén, nem
kozvetleniil NO altal aktivalodik, azonban a reakcid6 NO hidnyaban nem megy végbe. Egy
erdsen fluoreszcens termék, triazolofluoreszcein (DAF-FMT) keletkezik, ami fluoreszcens
mikroszkoppal lokalizalhaté és monitorozhat6, a fluoreszcencia intenzitasa fiigg a jelen 1évo

NO koncentracigjatol (Kojima és mtsai., 1998; Kumari és mtsai., 2022; Namin és mtsai., 2013).

4.6.3 Fluoreszcens mikroszkopia

Az el6készitett mintakat minden esetben egy nagy felbontdsu digitalis kameraval
(Axiocam HR, HQ CCD kamera, 1300x1030 dpi, Carl Zeiss, Jéna, Németorszag) is felszerelt
Zeiss Axiovert 200M tipusu fluoreszcens mikroszkdppal (Carl Zeiss, Németorszag) vizsgaltuk,
10-es filterszett (excitacios hulldmhossz tartomany 450-490 nm, emisszids tartomany: 515-565

nm) hasznalataval.

Tizszeres nagyitas mellett fluoreszcens képeket készitettiink a hajtdsmerisztéma
kialakulds egyes stadiumaiban, majd Carl Zeiss™ Axiovision Rel. 4.8 szoftverrel a
konvertalodo szerv teriiletéhez igazitott, valtoz6, a citokinin indukciot kovetd 24. éraban
(mitdtikus osztodasi sziinet) 25 pm, 48. 6rdban (szervkezdemények megjelenése) 30 um, 72.

oraban (korai promerisztéma kialakulasa) 40 pm, 96. 6raban (kés6i promerisztéma kialakulasa)
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50 um atmér6ji korok teriiletén meghataroztuk a pixelintenzitast (1. fiiggelék abra: A pixel
intenzitas mérés modjat bemutaté reprezentativ kép) amibdl kovetkeztettiink a NO és ROF

szintekre.

4.7 A szabad poliaminok mennyiségének meghatarozasa HPLC-vel

A szabad poliaminok szintéjek meghatarozasa (Flores és Galston, 1982) modszerével a Tari és

Csiszar (2003) altal leirt protokoll szerint tortént.

4.7.1 A mintak elokészitése

A fagyasztott mintdkat 5 %-os perklorsavban, homogenizaltuk 0 °C-on. A mintakat
centrifugaltuk (4°C, 20 perc, 12000 rpm), majd 0.5 ml-t a szabad poliaminokat tartalmazo
feliiluszobol 400 ul 2 M NaOH-al k6zombdsitettiik. A poliaminokat 10 pl benzoil- Kklorid
hozzaadasaval szarmazékka alakitottuk. A benzoil-poliaminokat dietil-éterrel extrahaltuk. A

szerves fazist szérazra paroltuk. A mérésig a mintékat fagyasztdban taroltuk.

4.7.2 A poliamin koncentracié meghatarozasa

A benzoil-poliaminokat HPLC modszerrel (JASCO HPLC System, Japan), forditott
fazisu oszlopon (Apex C18 5 p; 250x4,6 mm), izokratikus koriilmények kozott, 45:55 (viv)
aranyl acetonitril: viz elegyével valasztottuk el, és UV detektor segitségével 254 nm
mennyiségl, putreszcin, spermidin és spermin standardokkal (Sigma-Aldrich, Germany) valé

kalibracio segitségével tortént. Az oszlopra 20 pl-t vittiink fel a standardokbol és a mintakbol.

4.8 Statisztikai analizis

Az adatok statisztikai feldolgozasa és kiértékelése SigmaPlot v.12.0 szoftverrel tortént.
A feltiintetett adatok minden esetben harom fiiggetlen bioldgiai ismétlés atlag- és szorasértékei.
A kontrolltol val6 szignifikans eltéréseket a varianciaanalizist kdvetden a Duncan-féle teszttel
allapitottuk meg. Az azonos betlivel nem jeldlt atlagok P<0,05 szinten, szignifikdnsan
kiilonboznek egymastol. Mas esetben a szignifikans kiilonbségek meghatarozasara Student-féle

t-tesztet hasznaltuk P< 0,05 (*), 0,01 (**), vagy 0,001 (*¥**) valoszintiségi szinteken.
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5. EREDMENYEK

5.1 A poliaminok hatasa az oldalgyokér primordiumok hajtasmerisztémava torténd

atalakulasara

Az OGYP-HM atalakulés soran a harom {6 poliamin szintje eltéréen valtozott. A Put
szintje a 48. oOrdban kis mértékben, de szignifikdnsan emelkedett, majd az ezt kovetd
stadiumokban csokkent, mig a Spm szintje kismértéki, fokozatos csokkent. Ezzel ellentétben a
Spd koncentracidja jelentdsen, kozel haromszorosara emelkedett mindharom vizsgalt
idépontban a kontrollhoz (6 napos csirandvény) képest (9. abra A). Mindemellett, a kiilséleg
alkalmazott Put, de kiilonosen a Spd novelte a hajtasregeneracio hatékonysagat, megerdsitve

ezeknek a poliaminoknak a direkt organogenezisre kifejtett pozitiv hatasat (9. abra B, C).
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9. dbra: A poliaminok hatdsa az oldalgyékér primordiumok hajtasmerisztémdva torténd
dtalakulasara.
Az endogén putreszcin (Put), spermidin (Spd) és spermin (Spm) szint a hatnapos vad tipusu
Col-0 csiranovények gyokerében (kontroll), valamint a citokinin (CK) indukciot kdvetden a

szervkezdemények megjelenésének (48 ora), a korai (72 ora) és a kései (96 ora)
hajtdaspromerisztéma kialakuldsdnak fazisaiban (A). A kiilséleg alkalmazott 100 uM Put és Spd
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kezelés hatasa a regenerdcios hatékonysdagra vad-tipusu Col-0 novények gyokerén a citokinin
indukciot kovetd 10. napon (B). A CK kezelt vad tipusu Col-0 novényeket, valamint a kezelések
hatdsat bemutato reprezentativ képek (C). Az oszlopokon a hibasavok a standard hibat
mutatjak. Az adatsorok statisztika osszehasonlitasa Duncan féle teszttel tortent. A kiilonbozo
betiivel jelolt atlagok szignifikansan kiilonboznek egymastol (P<0,05).

5.1.1 A PA metabolizmus gének expressziojanak valtozasa az OGYP- HM atalakulas

soran

Az endogén PA szintek véltozasdnak jobb megértése érdekében az OGYP-HM
atalakulas egyes szakaszaiban megvizsgaltuk azoknak a géneknek a kifejezodését, amelyek a

PA metabolizmusban részt vevo enzimeket kodoljak.

Azt tapasztaltuk, hogy az AtADC1 (10. abra A), expresszioja a citokinin indukciot
kovetd 48. oraval jelentésen, mintegy 12-szeresen megemelkedett és a hajtdsmerisztéma
kialakulasa soran végig magas maradt. A hajtas promerisztémak kialakulasa soran az AtADC2
relativ transzkript szintje szintén mutatott kismértékii emelkedést (10. abra A). Ezzel szemben
a SPMS gén expresszidja nem emelkedett meg szignifikansan (10. abra C), ami 6sszhangban
van azzal, hogy a Spm szintje sem emelkedett a hajtas promerisztémak kialakulasa soran (9.

abra A).

Arabidopsisban 5 SAMDC izoenzimet kodold gén talalhatd. Ezek koziil kisérleti
rendszeriinkben az AtSAMDC2 és AtSAMDC4 relativ mRNS szintje emelkedett meg a
szervkezdemények megjelenése €és a hajtds promerisztéma kialakulasa soran, amig az
AtSAMDC1 ¢és AtSAMDC3 mRNS szintje csokkent a kontrollhoz képest. Az AtSAMDC2
kiilonosen magas, mintegy nyolcszoros expressziot mutatott a kései hajtas promerisztéma

kialakulasa soran (citokinin indukci6 utan 96 oraval) (10. abra D).
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10. abra: A poliaminok bioszintézisében szerepet jatszo gének kifejezodése

Az arginin-dekarboxildazt (A), spermidin-szintazt (B), spermin-szintdizt (C), és S-adenozil-
metionin dekarboxilazt, (D) kodolo gének [AtADCI1 és AtADC?2 (A), AtSPDS1 és AtSPDS?2 (B)
AtSPMSL1 (C) és AtSAMDC1-4 (D)] expressziojanak valtozdsa a citokinin-indukciot kdvetden
az oldalgyckér primordiumokbol torténd direkt hajtasmerisztéma kialakuldasa soran a
szervkezdemények megjelenésének (48 ora), a korai (72 ora) és a kései (96 ora)
hajtaspromerisztéema  kialakuldsanak fazisaiban. Kontroll a hatnapos csiranévények
gvokerének MRNS szintje (relativ mRNS szint: 1). Az oszlopokon a hibasavok a standard hibat
mutatjak. Az egyszempontos varianciaanalizist kovetoen a Duncan-féle tesztet alkalmaztuk. A
kiilonbozd betiivel jeldlt atlagok szignifikansan kiilonboznek egymastol (P<0,05).

Ezutan megnéztilk, miként valtozik a PA-k visszaalakitasat katalizalo PAO gének
expresszids mintazata az oldalgyokér primordiumok hajtdsmerisztémava torténd atalakuldsa
soran. Arabidopsisban a poliaminok lebontasaban és visszaalakitasaban részvevo izoenzimeket
kodolo gének (AtPAO1L, AtPAO2, AtPAO3, AtPAO4, AtPAOS) koziil a CK indukciot kovetd 48
oraval csak az AtPAOS expressziojanak szintje emelkedett meg, de az végig magas maradt a

hajtas promerisztémak kialakulasa soran is (11. abra).
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11. abra: Az AtPAO gének kifejezodése

A poliamin-oxidadzt kodolo gének (AtPAOL-5) expresszidjanak valtozdsa az oldalgydkér
primordiumokbol torténd direkt hajtasmerisztéma kialakulasa soran a szervkezdemények
megjelenésének (48 ora), a korai (72 ora) és a kései (96 ora) hajtaspromerisztéma
kialakulasdanak fazisaiban. Kontroll a hatnapos csiranévények gyokerének mRNS szintje
(relativ. mRNS szint: 1). Az oszlopokon a hibasavok a standard hibat mutatjak. Az
egyszempontos varianciaanalizist kovetéen a Duncan-féle tesztet alkalmaztuk. A kiilonbozo
betiivel jelolt atlagok szignifikansan kiilonboznek egymastol (P<0,05).

5.2 Az AtPAOS taltermeltetésének hatasa az OGYP-HM atalakulasra

5.2.1 Az AtPAOS5-tultermelé vonal regeneracios hatékonysaganak vizsgalata

Annak igazolasara, hogy az AtPAOS szerepet jatszik a direkt organogenezisben,
megvizsgaltuk, hogy miként alakul a regeneracié hatékonysaga AtPAOS5-tultermeld
transzgenikus vonalakban (35S::PAQOS5). Azt tapasztaltuk, hogy AtPAO5-tultermeld ndvények
esetén tobb hajtas jelent meg a gyokéren (12. abra A, B), valamint a hajtds organogenezis
marker génjeinek tekinthetd (Matsuo ¢€s mtsai, 2011) ENHANCER OF SHOOT
REGENERATION 1 és ESR2 gének magasabb expressziot mutattak a vad tipushoz képest (13.
abra A, B).
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12. abra: A AtPAOS gén ektopikus tiultermeltetésének hatdsa a regenerdcios hatékonysdgra

A vad tipusi Col-0 és AtPAOS- tultermels (35S::PAOS5) névények gydkerén kialakult
regenerdatumok szama a citokinin indukciot koveté 10. napon (A), valamint a névényeket
bemutato reprezentativ képek (B). Az oszlopokon a hibasavok a standard hibat mutatjak. A

szignifikancia meghatarozasa Student féle t teszt p értéke alapjan tortént, ahol a * P<0,05; **
P<0,01; *** P<0,001.
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13. dbra Az AtESR1 és AtERS?2 gének kifejezodése AtPAOS- tultermeld novényekben

Az ENHANCER OF SHOOT REGENERATION 1 (AtESR1) (A) és AtESR2 (B) gének
expressziojanak valtozasa a vad tipusu Col-0 és AtPAOS- tultermeld (35S::PAOS) névényekben
a citokinin-indukciot  kévetéen az oldalgyokér  primordiumokbdl  torténd  direkt
hajtasmerisztéma kialakulasa soran a szervkezdemények megjelenésének (48 ora), a korai (72
ora) és a kései (96 ora) hajtaspromerisztéma kialakuldsanak fazisaiban. Kontroll a hatnapos
csiranovények gyokeréenek mRNS szintje (relativ mRNS szint: 1). Az oszlopokon a hibasavok a
standard hibat mutatjak. Az egyszempontos varianciaanalizist kovetoen a Duncan-féle tesztet
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alkalmaztuk. A4 kiilonbozd betiivel jelolt atlagok szignifikansan kiilonboznek egymdstol
(P<0,05).

5.2.2 Az endogén poliamin szintek valtozasa a 35S::PAOS5 vonalban

Az endogén poliaminok szintjét mérve azt lattuk, hogy 35S::PAOS taltermeld
novényekben a Spd tartalom a kontrollban magasabb, mint a vad tipust ndvényekben, azonban
a Put és Spm szintek nem mutattak szignifikans kiilonbséget. A citokinin indukcidt kovetden,
mindharom PA szintje fokozatosan és a vad tipushoz képest erételjesebben csokkent (14. abra).

Ez alapjan elmondhatd, hogy az AtPAQOS tultermelése befolydsolja a PA homeosztazist.
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14. dbra: Az endogén poliamin tartalom és annak vdaltozdsa a de novo hajtas kialakulas
alatt vad tipusu és AtPAOS- tultermeldé novényekben

Az endogén putreszcin (Put) (A), spermidin (Spd) (B), spermin (Spm) (C) szint vadltozasa a vad
tipusu Col-0 és AtPAOS- tultermels (35S::PAQOS5) névényekben a hatnapos csiranovény
gyokerében (kontroll) és a citokinin indukciot kévetéen a szervkezdemények megjelenése (48
ora), a korai (72 ora) és a kései (96 ora) hajtas promerisztema kialakuldsanak fazisaiban. Az
oszlopokon a hibasdavok a standard hibat mutatjak. Az egyszempontos varianciaanalizist

kovetéen a Duncan-féle tesztet alkalmaztuk.. A kiilonbozo betiivel jelolt atlagok szignifikansan
kiilonbéznek egymastol (P<0,05).
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5.2.3 A PAOS tialtermeltetésének hatasa a ROF homeosztazisra

Mivel Atpao5 mutans novényekben alacsonyabb a ROF szintje (Ferdousy és mtsai.,
2020), feltételezhetd, hogy az AtPAOS5 befolyasolja a ROF homeosztazist. 35S::PAO5
tultermel6 vonalakban a CK indukciot kovetd 48 oratdl a hajtasmerisztéma kialakulasaig végig
magasabb volt a ROF szintje a vad tipusu névényekhez viszonyitva, ami alatimasztja az
AtPAOS szerepét a ROF homeosztazis szabalyozasaban (15. abra A, B).
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15. dbra: A vad tipusu és AtPAQOS5- tultermelo novények ROF szintje

A 2°-7-diklordihidrofluoreszcein diacetdatbol (H2DCFDA) szarmazé DCF fluoreszcencia
alapjan szamolt pixel intenzitas diagramja (A) és a vad tipusu és PAOS-tultermel6
(35S::PAOS) novények reprezentativ képei (B). A képek készitése és a pixel intenzitds mérése a
szervkezdemények megjelenésének (48 ora), a korai (72 ora) és a kései (96 ora) hajtds
promerisztéma kialakuldsanak fazisaiban tortént. Az oszlopokon a hibasdvok a standard hibat
mutatjik. Az egyszempontos varianciaanalizist kévetéen a Duncan-féle tesztet alkalmaztuk.. A
kiilonbozo betiivel jelolt atlagok szignifikansan kiilonboznek egymastol (P<0,05). Mérce: 100

um

5.3 Az AtPAO2 tialtermeltetésének hatasa az OGYP-HM konverzidra

Megallapitottuk, hogy az AtPAOS5 gén taltermelése hatassal van a ROF homeosztazisra
(15. abra). Annak eldontésére, hogy a PAO-k koziil az AtPAOS specifikus szerepet tolt-e be a
hajtas organogenezis folyamataban, a kdvetkezokben megnéztilk miként valtozik az AtPAO2
gént tltermeld transzgenikus novények (35S::PAO2) regeneracios hatékonysaga. Az AtPAO2

a Spm és Spd-né, illetve a Spd Put-né torténd visszaalakitasa révén (Sagor €s mtsai., 2016)
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szintén hozza jarul a PA és a H>O; szint modositasahoz (Benké és mtsai., 2022). A PAO2-
tultermeld vonal regeneracios hatékonysaga azonban nem mutatott kiilonbséget a vad tipushoz

képest (16. abra).
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16. dbra: A AtPAO?2 gén ektdpikus tultermeltetésének hatdsa a regenerdcios hatékonysdgra

A vad tipusui Col-0 és AtPAO2- tultermeld (35S::PAO2) novények gydkerén kialakult
regenerdtumok szama a citokinin indukciot kovetd 10. napon (A), valamint a novényeket
bemutato reprezentativ képek (B). Az oszlopokon a hibasavok a standard hibat mutatjak. A

szignifikancia meghatarozasa Student féle t teszt p értéke alapjan tortént, ahol a * P<0,05; **
P<0,01; *** P<0,001; n.S.: nem szignifikans kiilonbség.

5.4 Az AtPAOS5 funkcidvesztés hatasa az OGYP-HM konverziora

Az elézéekben igazoltuk az AtPAOS pozitiv hatasat az oldalgyokér primordiumok
hajtadsmerisztémava torténd direkt atalakuldsa sordn. A kdvetkezOkben azt a mechanizmust
vizsgéltuk, ami altal ezt a folyamatot az AtPAOS5 szabalyozza. Ennek els6é Iépéseként
megnéztiik, hogy miként valtozik a regeneracid hatékonysaga pao5-2 T-DNS inszercids mutans

vonalakban.

Mig a 35S::PAO5 vonal esetén az AtPAO5S taltermelése novelte (12. abra), addig a
pao5-2 mutans vonalban a génfunkcio6 elvesztése csokkentette a regeneracids hatékonysagot a

vad tipusti novényekhez képest (17. abra).
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17. abra: A regenerdcio hatékonysdaga az AtpaoS-mutdns novényekben

A vad tipusu Col-0 és Atpaos-mutdns (pao5-2) novények gyokerén kialakult regenerdatumok
szama a citokinin indukciot kéveté 10. napon (A), valamint a novényeket bemutato
reprezentativ képek (B). Az oszlopokon a hibasdavok a standard hibat mutatjak. A szignifikancia
meghatarozasa Student féle t teszt p értéke alapjan tortént, ahol a * P<0,05; ** P<0,01,; ***
P<0,001.

Annak eldontéséhez, hogy a PAOS a H2O2 vagy a T-Spm-szint szabalyozasan keresztiil
jatszik-e szerepet a direkt hajtasmerisztéma kialakuldsban, kiils6 H.O, és T-Spm kezelést
alkalmaztunk. A H20: kezelés nem (18. abra), viszont a T-Spm kezelés szignifikansan
csokkentette a direkt hajtasmerisztéma képzOdés hatékonysagat a kontrollhoz képest (19.
abra). Ezzel Osszhangban a pao5-2 mutans novények és a vad tipusi novények ROF
szintjiikben nem mutattak kiilonbséget az OGYP-HM konverzié soran (20. abra). Ezek az
eredmények azt mutatjak, hogy az AtPAOS nem a H>O; szintek modositasaval, hanem a T-Spm
homeosztazis szabalyozasan keresztiil fejti ki hatasat az OGYP-HM-va torténd atalakulasa

soran.
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18. dbra: A H>O; kezelés hatasa a regenerdcios hatékonysdgra

A kiilséleg alkalmazott 100 uM H>0> kezelés hatasa a regenerdcios hatékonysagra vad-tipusu
Col-0 névények gydkerén a citokinin indukciot koveté 10. napon (A). A CK kezelt vad tipusii
Col-0 noveényeket, valamint a HxO2 kezelés hatdsat bemutato reprezentativ képek (B). Az
oszlopokon a hibasavok a standard hibat mutatjak. A szignifikancia meghatdrozasa Student féle
t teszt p értéke alapjan tortént, ahol a * P< 0,05; ** P< 0,01, *** P< 0,001; n.s.. nem
szignifikans kiilonbség.
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19. dbra: A termospermin kezelés hatdsa a regenerdcios hatékonysdagra

A kiilsoleg alkalmazott 100 uM T-Spm kezelés hatasa a regenerdcios hatékonysdagra vad-tipusii
Col-0 novények gyokerén a citokinin indukciot koveté 10. napon (A). A CK kezelt vad tipusi
Col-0 novényeket, valamint a T-Spm kezelés hatdsat bemutato reprezentativ képek (B). Az
oszlopokon a hibasavok a standard hibat mutatjak. A szignifikancia meghatarozasa Student féle
t teszt p értéke alapjan tortént, ahol a * P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001.
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20. dbra: Vad tipusu Col-0 és Atpao5-mutdns novényekben mért ROF szintek

A 2°-7’-diklordihidrofluoreszcein diacetdt-bol (H.DCFDA) szdrmazé DCF fluoreszcencia
alapjan szamolt pixel intenzitds diagramja (A) és a vad tipusiu Col-0 és Atpao5-mutdans (paos-
2) novények reprezentativ képei (B). A képek készitése és a pixel intenzitas mérése a mitotikus
osztodasi sziinet (24 ora), a szervkezdemények megjelenésének (48 ora), a korai (72 ora) és a
kései (96 ora) hajtas promerisztéema kialakulasanak fazisaiban tértént. Az oszlopokon a
hibasavok a standard hibat mutatjak. Az egyszempontos varianciaanalizist kovetoen a Duncan-
féle tesztet alkalmaztuk (P<0,05); n.s.: nem szignifikans kiilonbség. Mérce: 100 um

5.4 A PAOS szerepe a citokinin érzékenység szabalyozasaban

Alabdallah és munkatéarsai (2017) kimutattak, hogy a PAOS5 T-Spm-fiiggé moddon
befolyasolja a CK valaszt a xilém differenciacio soran. Annak mechanizmusat, hogy a T-Spm
hogyan hat ebben a folyamatban azonban nem vizsgaltak (Alabdallah és mtsai., 2017). Miutan
Arabidopsis indirekt hajtds organogenezise soran a novényi hemoglobinok (GLB1 és GLB2)
hatéssal vannak a CK érzékenységre (Wang és mtsai., 2011), feltételeztiik, hogy az AtPAO5 a
hemoglobinok szabalyozasa altal befolydsolhatja a CK érzékenységet az oldalgyokér
primordiumok direkt hajtdsmerisztémava torténd atalakuldsa soran. Hipotézisiink igazoldsdhoz

megnéztiik, hogy a direkt hajtds organogenezis soran miként valtozik a hemoglobint kodolo
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gének koziil az AtGLB1 ¢és AtGLB2 relativ expresszidja vad tipusu, valamint pao5-2 mutans

novényekben és T-Spm kezelés hatasara vad tipusti novényekben.

Vad tipusu novényeknél mindkét gén expresszios szintje ndvekedett a CK-indukcid utan
72-96 oraval, azaz a hajtas promerisztémak kialakuldsakor. Az AtGLB2 expresszios szintjének
novekedése mar a mitdtikus osztddasi sziinet utdn (CK indukcio6 utan 24 6raval) megfigyelhetd
volt (21. abra B), mig az AtGLB1 relativ transzkript szintje csak a szervkezdemények
megjelenésekor (CK indukcio utan 48 oraval) emelkedett meg jelentdsebb mértékben (21. abra

A).

Ezzel ellentétben, mindkét hemoglobin gén relativ transzkript szintje csdkkent kiilsé T-
Spm kezelés hatasara a vad tipusu ndvényekben és pao5-2 mutansban a vad tipust kezeletlen

novényekhez képest az 6sszes vizsgalt idopontban (22. abra).

A B
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AtGLB1 AtGLB2

Relativ mRNS szint
o

Relativ mRNS szint
— O
=}

24h 48h 72h 96h 24h 48h 72h 96h
id6 id6

21. dbra: Az AtGLBI és AtGLB? kifejezddése vad tipusu névényekben

AHEMOGLOBIN 1 (AtGLB1) (A) és AtGLB2 (B) gének expressziojanak valtozdsa a vad tipusu
Col-0 novényekben az oldalgyokér primordiumokbol torténd direkt hajtasmerisztéma
kialakulasa sordan a mitotikus osztodasi sziinet (24 ora), a szervkezdemények megjelenésének
(48 ora), a korai (72 ora) és a kései (96 ora) hajtdas promerisztéema kialakulasanak fazisaiban.
Referencia a hatnapos csiranévények gyokerének (kontroll) mRNS szintje, értéke: 1. Az
oszlopokon a hibasdavok a standard hibat mutatjak. Az egyszempontos varianciaanalizist
kovetéen a Duncan-féle tesztet alkalmaztuk. A kiilonbozo betiivel jelolt atlagok szignifikansan
kiilonboznek egymastol (P<0,05).
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22. abra: A GLB gének expressziojanak valtozdsa Atpaos-mutdns novényben és T-Spm
kezelés hatdasdra

AHEMOGLOBIN 1 (AtGLB1) (A) és AtGLB2 (B) gének expresszidjanak viltozdsa a vad tipusii
Col-0 és az Atpao5-mutdns (pao5-2) novényekben, valamint a vad tipusii Col-0 novényekben
100 uM T-Spm kezelés hatasara az oldalgyokér primordiumokbol torténd direkt
hajtasmerisztéma kialakuldsa soran a mitotikus osztodasi sziinet (24 ora), a szervkezdemények
megjelenésének (48 ora), a korai (72 ora) és a kései (96 ora) hajtis promerisztéema
kialakulasanak fazisaiban. Referencia a hatnapos csiranovények gyckerének (kontroll) mRNS
szintje, értéke: 1. Az oszlopokon a hibasdavok a standard hibdat mutatjak. Az egyszempontos
varianciaanalizist kovetden a Duncan-féle tesztet alkalmaztuk. A kiilonbozo betiivel jelolt
atlagok szignifikansan kiilonboznek egymastol (P<0,05).
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Arabidopsis indirekt hajtas organogenezise soran a GLB1 ¢s GLB2 a CK érzékenységre
az érzékelésben és jelatvitelben szerepld egyes gének kifejez6désének modositasa altal hatnak.
Kimutattak, hogy ektopikus taltermeltetésiik gatolja az A-ARR-ek, a citokinin jelatvitel feed-

back represszorainak, kifejezodését (Wang és mtsai., 2011).

Ezzel 6sszhangban a vizsgalt A-ARR-ek koziil az AtARRS, AtARR7 és AtARR16 (23.
abra B, C, E) relativ expresszidja a pao5-2 mutansban mar a CK indukciot kovetd 24 oraval
megemelkedett és a kései promerisztémak kialakulasaig (CK indukcio utan 96 o6ra) magas
maradt a vad tipushoz képest. Az AtARR4 és AtARR15 mRNS szintje is magasabb volt a
mutansban, mint a vad tipusban azonban csak a promerisztéma kialakulasanak idépontjatol (CK

indukciot kovetd 72 ora) (23. abra A, D).
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23. dabra: Az A-ARR gének kifejezodése vad tipusu és AtpaoS-mutdns névényekben

Az A-tipusu valaszregulator (A-ARR) gének kifejezodése a vad tipusu Col-0 és Atpaos-mutans
(pao5-2) novényekben az oldalgydkér primordiumokbol torténd direkt hajtasmerisztéma
kialakulasa sordan a mitotikus osztodasi sziinet (24 ora), a szervkezdemények megjelenésének
(48 ora), a korai (72 ora) és a kései (96 ora) hajtas promerisztéema kialakulasanak fazisaiban.
Referencia a hatnapos csiranovények gyckerének (kontroll) mRNS szintje, értéke: 1. Az
oszlopokon a hibasdavok a standard hibat mutatjak. Az egyszempontos varianciaanalizist
kovetéen a Duncan-féle tesztet alkalmaztuk. A kiilonbozo betiivel jelolt atlagok szignifikansan
kiilonboznek egymastol (P<0,05).
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5.5 Az NO hatasa az AtPAOS fiiggé6 OGYP-HM konverzié hatékonysagara

Miutan a hemoglobinok in planta nitrogén-monoxid (NO) scavengerek (Shen és mtsai.,
2013) tovabba a CK ¢és a NO antagonisztikus €s Szinergisztikus kapcsolata is ismert (Sanz és
mtsai., 2015), a kovetkez6kben megnéztiik, hogy milyen szerepe van a nitrogén-monoxidnak a
CK-indukalt direkt hajtasmerisztéma kialakulasanak folyamataban AtPAOS/ T-Spm-fiiggd
modon. Ennek érdekében vizsgéltuk a NO metabolizmusban résztvevo enzimeket kodold gének
expressziojat, illetve azt, hogy miként valtozik a NO szintje a vad tipust €s pao5-2 mutans

novényekben.

Azz AINIA1 relativ expresszidja szignifikansan ndtt a HM kialakulasanak valamennyi
fazisaban mind a vad tipusu, mind pedig a pao5-2 mutans novényekben, bar az utobbi esetén
ez kisebb mértékii volt a késéi promerisztémak kialakulasa soran (CK indukcio utan 96 ora)
(24. abra A). Az AtNIA2, valamint az AtGSNOR1 relativ transzkript szintje nem valtozott az
OGYP — HM konverzi6 alatt sem a vad tipust sem a pao5-2 mutans novényekben (24. abra B,
C). A génexpresszios valtozasokkal megegyezoen, NO szintjiikben a vad tipusu és a pao5-2
mutans novények csak kis mértékben és atmenetileg kiillonboztek egymastol (25. abra). Miutan
az AtNIA1 relativ expresszidja az OGYP-HM konverzid soran mind a vad tipust, mind pedig a
pao5-2 mutans novényekben megemelkedett, a NO szerepe a CK jelatvitelben a direkt

hajtasmerisztémak kialakuldsa soran nem igazolhato.
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24, abra: Az NO homeosztazisdt szabalyozo enzimeket kodolo gének expresszioja vad tipusu
és pao5-2 mutdans novényekben

Az AtNIAI (NITRATE REDUCTASE 1), AtNIA2 és AtGSNORI (S-NITROSOGLUTATHIONE
REDUCTASE 1) gének kifejezédése a vad tipusii Col-0 és pao5-2 mutins névényekben az
oldalgyokeér primordiumokbol torténd direkt hajtasmerisztéma kialakuldsa soran a mitotikus
osztodasi sziinet (24 ora), a szervkezdemények megjelenésének (48 ora), a korai (72 ora) és a
kései (96 ora) hajtas promerisztéma kialakulasanak fazisaiban. Referencia a hatnapos
csirandvények gyokerének (kontroll) mRNS szintje, értéke: 1. Az oszlopokon a hibasdvok a
standard hibat mutatjak. Az egyszempontos varianciaanalizist kovetoen a Duncan-féle tesztet
alkalmaztuk. A kiilonbozo betiivel jelolt atlagok szignifikansan kiilonboznek egymdstol
(P<0,05).
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25. abra: A NO szintjének valtozdsa a vad tipusu és Atpao5-mutdns novényekben

A DAF-FM DA festett vad tipusu Col-0 és AtpaoS-mutdans (pao5-2) novények NO-fiiggd
Sfluoreszcenciajabol szamolt pixel intenzitas diagramja (A) és reprezentativ képei (B). A képek
készitése és a pixel intenzitdas mérése a mitotikus osztodasi sziinet (24 ora), a szervkezdemények
megjelenésének (48 ora), a korai (72 ora) és a kései (96 ora) hajtis promerisztéma
kialakulasanak fazisaiban tortént. Az oszlopokon a hibasavok a standard hibat mutatjak. A
szignifikancia meghatarozasa Student féle t teszt p értéke alapjan tortént, ahol a * P<0,05; **
P<0,01; *** P<0,001; n.s.: nem szignifikans kiilonbség. Mérce: 100 um

Erdekes modon kiilsé NO donor, GSNO kezelés alkalmazasa szignifikansan
csokkentette a vad tipusu novények gyokerén kialakuldé hajtdsok szamat a kontrollhoz
viszonyitva (26. abra A, B) illetve az AtPAOS relativ expresszidjat (26. abra C) a mitotikus

osztodasi sziinettdl kezdve (CK indukciod 24 ora) az Gsszes vizsgalt idépontban.
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26. dbra: A GSNO kezelés hatdsa a regenerdtum szamra és az AtPAOS kifejezddésére

A kiilséleg alkalmazott 10 uM GSNO kezelés hatasa a regenerdcios hatékonysagra vad-tipusi
Col-0 novények gydkerén a citokinin indukciot kovetd 10. napon (A). A CK kezelt vad tipusu
Col-0 névények, valamint a GSNO kezelés hatasdat bemutato reprezentativ képek (B). Az
oszlopokon a hibasdvok a standard hibat mutatjak. A szignifikancia meghatarozasa Student féle
t teszt p értéke alapjan tortént, ahol a * P< 0,05, ** P<0,01; *** P<0,001. (C) Az AtPAO5
geén kifejezodése a GSNO kezelt és nem kezelt névenyekben a mitotikus osztodasi sziinet (24
ora), a szervkezdemények megjelenésének (48 ora), a korai (72 éra) és a kései (96 ora) hajtis
promerisztéma kialakulasanak fazisaiban. Referencia a hatnapos csiranovények gyckerének
(kontroll) mRNS szintje, értéke: 1. Az 0szlopokon a hibasavok a standard hibdat mutatjak. Az
egyszempontos varianciaanalizist kovetéen a Duncan-féle tesztet alkalmaztuk. A kiilonbozo
betiivel jelolt atlagok szignifikansan kiilonboznek egymastol (P<0,05).
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6. EREDMENYEK ERTEKELESE

A poliaminok szerepét a névényi morfogenezisben és az indirekt organogenezisben
szamos kisérleti rendszerben bizonyitottak, azonban részvételilket a direkt organogenezis
szabalyozasaban mindez idaig nem tanulmanyoztak. Miutan a PA-ok, a PAO5, a hemoglobinok
¢és a nitrogén-monoxid is hatassal lehetnek a CK jelatvitel szabalyozasara, munkam soran célom
volt ennek vizsgalata egy erdsen citokinin-fliggd folyamatban, az oldalgyokér primordiumok
CK-indukalt direkt uton torténd hajtasmerisztémava vald atalakuldsaban, annak is négy
szakaszaban: a mitotikus osztodasi sziinet, a szervkezdemények kialakulasa, a korai és kés6i

promerisztémak megjelenése soran.

Sok novényfajnal sikeresen alkalmaztak kiils6 PA kezeléseket a szomatikus
embriogenezis és organogenezis hatékonysaganak fokozasara genotipus €s koncentracié fiiggd
moédon (Nandy és mtsai., 2022). Ismert tovabba az is, hogy kapcsolat all fenn a regeneracios
képesség ¢s az endogén PA-ok szintje kozott. Kimutattak, hogy az AtSAMDC2 csendesitése
RNS interferenciaval csokkentette a hajtas regeneraciot Arabidopsisban (Hu és mtsai., 2006),
valamint a SAMDC aktivitds és a spermidin szint ndvekedése magasabb embriogén valaszt
eredményezett lucerndban (Huang ¢s mtsai., 2001). Ezek alapjdn elmondhatd, hogy a

poliaminok bioszintézisének fokozodasa jelentds a regeneracios folyamatok szempontjabol.

Korébbi megfigyelésekkel megegyezden (Hu €s mtsai., 2006; Lim és mtsai., 2006; Gill
¢és Tuteja, 2010), azt talaltuk, hogy a magas endogén Spd/Put arany, kapcsolatban all a
regeneracio hatékonysagaval (9. abra). Ezeknek a poliaminoknak (Spd>Put) a kiilsé
alkalmazasa szintén noveli a regeneracios hatékonysagot, megerdsitve szerepliket a

folyamatban (9. abra B, C).

Ezzel 6sszhangban, az OGYP-0k HM-va torténd atalakulasa soran fokozodott a Spd
bioszintézissel kapcsolt gének, az AtADC1, az AtSAMDC2 és AtSAMDC4, az AtSPDS1 és
AtSPDS2 relativ expresszidja (10. abra A, B, D).

Miutan a Put szintje csak kis mértékben és atmenetileg emelkedett meg (9. abra A),
feltételeztiik, hogy a keletkezett Put gyorsan lebomlott vagy spermidinné alakult. Utdbbi
feltételezésilinket alatamasztotta az AtASPDS1 és AtSPDS2 transzkript szintjének (10. abra B)
¢s az endogén Spd szintjének novekedése (9. abra A) az oldalgyokér primordiumok

hajtasmerisztémava torténd atalakuldsa soran.
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Az endogén poliaminok szintje nemcsak szintézisiik, hanem lebontasuk ¢s atalakulasuk
altal is szabalyozott (Lim és mtsai., 2006; Kim és mtsai., 2014; Tavladoraki és mtsai., 2016). A
poliaminok konverzidjaban Arabidopsisban 6t poliamin oxiddz (AtPAO1-AtPAOS) vesz részt.
A vizsgalt PAO-k koziil egyediil az AtPAOS expresszidjanak szintje emelkedett meg (11. abra).
Mindemellett 35S::PAO5 tultermeld novényekben nétt a regeneracios hatékonysag (12. abra
A, B), illetve fokozodott az AtESR1 és AtESR2 relativ expresszios szintje (13. abra A, B), ami
megerdsitette az AtPAOS részvételét és szabalyozd szerepét a direkt hajtdsmerisztémak
kialakulasa soran. 35S::PAOS taltermeld ndovényekben, fiziologias koriilmények mellett a Spd
szint kozel kétszeres volt a vad tipushoz képest (14. abra). A taltermeld névényekben mért
magas Spd/Put arany szintén alatamaszthatja azt, hogy a PAO5 a T-Spm/Spd homeosztazis
szabalyozasan keresztiil befolyasolja az OGYP-HM atalakulasat. Erdekes modon korabban,
indirekt organogenezis vizsgalata soran azt talaltak, hogy AtPAOS5-tultermeld névényekben
csOkkent a Spd szint, mindez pedig csokkent regeneracids hatékonysaggal jart egyiitt (Lim és
mtsai., 2006). Ennek feltehetéen az az oka, hogy a PA-k és azok metabolizmusa kontextus

crer

Kordbban kimutattdk, hogy a ROF akkumulédcioja kisebb mértékii az AtpaoS
mutansban, mint a vad tipusban (Ferdousy és mtsai., 2020). Ez megerdsiti azt az elképzelést,
miszerint az AtPAOS részt vesz a ROF homeosztazis szabalyozasaban. Mindez alapjan pedig
feltételezhetd, hogy PAO-k a PA-k lebontasabdl szarmazd H202 révén vesznek részt a
regeneracios folyamatok szabalyozasaban. 35S::PAO5 taltermeld ndvényekben ennek
megfeleléen az OGYP HM-va torténd atalakulasa soran nétt a ROF szintje a vad tipushoz
képest (15. abra A, B), azonban azt, hogy a PAO5 a megnovekedett ROF szinteken keresztiil
javitja a regeneracios hatékonysagot, nem sikeriilt igazolni. Fontos megjegyezni, hogy az
AtPAO1-4 is képes a Spm visszaalakitasara és a Spd, valamint a Spm lebontéasara, ily médon
pedig ROF termelésre, viszont kisérleti rendszeriinkben csak az AtPAO5S mutatott emelkedett

expresszios szintet (11. abra) a direkt HM kialakulasa soran, a tobbi AtPAO nem.

Mindemellett, az AtPAO2-t taltermeld (35S::PAO2) nodvényekben nem nétt a
regeneracios hatékonysag a vad tipushoz képest (16. abra A, B). Ez feltételezi, hogy az
AtPAOS specifikus szerepet tolt be a direkt hajtasregeneracio folyamataban. Az AtPAOS5 nagy
affinitassal bir a T-Spm, mint szubsztrat irant. A PAOS altaldban nem a H>O> keletkezésével,
hanem a T-Spm homeosztazis szabalyozasan keresztiil vesz részt a névények névekedési és

fejlodési folyamatainak szabalyozasaban (Kim ¢és mtsai., 2014; Alabdallah és mtsai., 2017,
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Wang és mtsai., 2019). igy feltételeztiik, hogy az AtPAO5 az OGYP-HM direkt 4talakulasra is

a T-Spm-szint szabalyozasan keresztiil hat.

Ennek bizonyitasdhoz a vad tipushoz képest megkozelitdleg kétszeres endogén T-Spm-
szinttel rendelkez6 (Kim és mtsai., 2014) pao5-2 mutans vonalat hasznaltunk. A 35S::PAO5
tultermeld novények vizsgalata sordn kapott eredményekkel 6sszhangban azt talaltuk, hogy a
pao5-2 mutans novényeken a vad tipushoz képest kisebb szamu regeneratum jelent meg (17.
abra A, B). Tovabba a vad tipusu novények H>O2-dal torténd kiilsé kezelése (18. abra A, B)
nem, viszont T-Spm-el torténé kezelése (19. abra A, B) csokkentette a képzodott
regeneratumok szamat a kezeletlen vad tipusti novényekhez képest. ROF szintjliikben azonban
a vad tipust és a pao5-2 mutans novények az OGYP-HM konverzié soran nem mutattak
kiilonbséget (20. abra A, B). Mindez megerésitette azt a feltételezésiinket, hogy az AtPAOS
nem a ROF szintek novelésével, hanem a T-Spm homeosztazis szabalyozasaval vesz részt az

OGYP-HM direkt atalakulas szabalyozasaban.

A T-Spm-kezelt vad tipust és pao5-2 novények génexpresszids elemzése kimutatta,
hogy a T-Spm homeosztazisban bekdvetkezd valtozasok szamos sejtfolyamatot befolyasolnak
(Sagor és mtsai., 2021). A szdvettani elemzések kimutattak, hogy az AtPAOS 4ltal szabalyozott
T-Spm-szint specifikusan hozzajarul a szallitoszovet differencidléodasahoz (Alabdallah és
mtsai., 2017). Alabdallah és munkatarsai (2017) bizonyitottak, hogy az AtPAOS5 sziikséges a
xilém differencialodas soran a megfeleld auxin- és citokinin-jelatvitel fenntartasahoz.
Vizsgaltak tobbek kozott a citokinin jelatvitel negativ feed-back szabalyozoinak, az A-tipust
valaszregulatorok (ARR 4,5,7,15,16) expresszios valtozasat, AtPAO5-t thltermeld és pao5-2
mutans novényekben. Kimutattak, hogy bar normal névekedési koriilmények kozott nincs
kiilonbség ezeknek a géneknek a kifejezodésében, citokinin kezelés hatasara a vad tipushoz
képest kevésbé indukalodnak a taltermeld és jobban a muténs vonalakban. Erdekes modon az
AtGLB1 és AtGLB2 hemoglobinok ugyanezeknek az ARR represszoroknak az alulszabalyozasa
mellett fokoztak a citokinin érzékenységet és novelték a gyokerek indirekt hajtasregeneracios

képességét ( Wang és mtsai., 2011).

Az AtPAOS és a GLB-k kozotti potencidlis kapcsolat megallapitdsa érdekében a
citokinin-altal indukalt direkt HM kialakulasa soran, megvizsgaltuk az AtGLBl és 2
expressziojat. Azt talaltuk, hogy mindkét gén, de kiilondsen az AtGLB1 erdsen expresszalodott
a promerisztéma kialakulas szakaszaban a a citokinin kezelt vad tipusu névények gyokerében
(21. abra A, B), ugyanakkor kifejez6désiik csokkent a pao5-2, illetve a T-Spm-kezelt vad
tipusti novényekben az OGYP-HM atalakulads valamennyi szakaszaban (22. abra A, B).
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Mindemellett, az A-ARR gének relativ expresszidja is magasabb volt a pao5-2 gyokerekben a
vad tipushoz képest. Mindez azt mutatja, hogy az AtPAOS5 az AtGLB-k el6tt hat, és a citokinin
érzékenységet valosziniileg a T-Spm-szint fenntartasan keresztiil szabalyozza. Az, hogy a T-
Spm ¢és a hemoglobinok milyen jelatviteli Utvonalakon keresztiil szabalyozhatjadk a

génexpressziot, még nem ismert.

A hemoglobinok a NO ismert scavengerei (Hebelstrup és mtsai., 2013) a NO-rdl pedig
kimutattdk, hogy kozvetiti a citokinin génszabalyozasra gyakorolt hatdsat (Shen és mitsai.,
2013). Lehetséges, hogy az AtGLB-k a NO-szint szabalyozasan keresztiil megakadalyozzak a
citokinin jelatvitel negativ visszacsatolas altal torténd szabalyozasat. Azt a lehetdséget azonban,
hogy a citokinin jelatvitelben a NO masodlagos hirvivoként szolgadl, NO donorral és
scavengerrel végzett vizsgalatok nem erdsitették meg, legalabbis hatdsa nem az AtARRS gén
indukcidjan keresztiil torténik. Mindez alapjan feltételezhetd, hogy a NO mas mddon hat a

citokinin valaszokra (Romanov €és mtsai., 2008).

Az NO hatésa a citokinin jelatvitelre lehet szinergista vagy antagonista (Sanz és mtsai.,
2015). Mindemellett tobb tanulmanyban is kimutattak, hogy a NO anyagcseréjét
befolyasolhatjak a poliaminok és azok katabolizmusa (Benkd és mtsai., 2020; Tun és mtsai.,
2001; Wimalasekera és mtsai., 2011). Ugyanakkor a poliamin anyagcserét is befolyasolhatja a
NO (Tailor és mtsai., 2019). Sostressznek kitett napraforgdéban a NO a PA szintézis fokozasa
révén, valamint a PAO aktivitas csokkentésén keresztiil, nvelte a Spm-szintet (Tailor és mtsai.,

2019).

Kisérleti rendszeriinkben a NO metabolizmusban részt vevd gének koziil csak az
AtNIAL relativ mRNS szintje emelkedett meg, mind a vad tipus, mind a pao5-2 mutans
novényekben a CK-indukalt HM képzd6dés soran (24. abra A). Bar ez az emelkedés a pao5-2
vonalban kisebb mértékii volt a promerisztémak kialakulasakor (24. abra A), a két vonal kozt

a NO szintben nem talaltunk kiilonbséget (25. abra A, B).

Az NO-donor GSNO csokkentette az AtPAOS expresszidjat (26. abra C) és a direkt
HM-képz6dés hatékonysagat (26. abra A, B), ami azt jelzi, hogy a NO negativan
szabalyozhatja a citokinin érzékenységet az AtPAO5-6t megel6zden. Azonban Uigy tiinik, a NO
csak nagy koncentracidban befolyasolhatja kozvetve a folyamatot és megfigyelésiink
fiziologias koriilmények kozott kevésbé lehet relevans. Ezt tdmasztjak ald az elézéekben
bemutatott eredményeink is, miszerint az endogén NO-szint nem mutat korrelaciot a
regeneracios folyamattal, és nem mutat kiilonbséget a vad tipusu €s a pao5-2 mutans gyokerek
kozott (25. abra A, B).
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A kapott eredményeink alapjan feléllitottunk egy hipotetikus modellt, mely
magyarazhatja az AtPAOS szerepét a citokinin-indukalt direkt HM konverzidban (27. abra). E
szerint az AtPAOS éltal fenntartott T-Spm homeosztdzis sziikséges a lateralis OGYP-bdl
torténd hatékony citokinin-indukalt HM képzddéshez. A magas T-Spm-szint negativan
szabalyozza, eddig ismeretlen modon, az AtGLB1l és AtGLB2 expressziojat. Ezek a
hemoglobinok kozismert médon befolyasoljadk a CK érzékenységet. Az AtPAOS hidnya, a
megndvekedett T-Spm-szint csokkenti az AtGLB1/2 relativ expresszidjat, ugyanakkor noveli
az A-ARR gének relativ transzkript szintjét, ami altal csokkenti a CK érzékenységet. Habar ez
Osszefliggésben lehet a GLBk NO kioltd képességével, kisérleti rendszeriinkben ezt nem tudtuk

crer

a regeneracio hatékonysagat (26. abra)

A-ARR

,—_’.0i eo-ao—eo-l

citokinin

v
A - I

27. abra: Az AtPAOS citokinin-indukalt oldalgyiokér primordium (OGYP) -
hajtasmerisztéma (HM) konverzioban betoltott szerepét bemutato hipotetikus modell

Hasznalt réviditések: OGYP: oldalgyokér primordium; HM: hajtasmerisztéma, PAOS:
poliamin oxidaz 5, T-Spm: termospermin, GLB1: HEMOGLOBIN 1, A-ARR: A-tipust
valaszregulator, NO: nitrogén-monoxid. A hegyes végii nyilak aktivaciot, kerek végii nyilak
inaktivdciot, a szaggatott vonalak nem kozvetlen kolcsonhatast jelélnek. Bévebb magyarazat a
szovegben.
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OSSZEFOGLALAS

Szamos kisérleti rendszerben kimutattdk mar, hogy a poliaminok metabolizmusa fontos
szerepet jatszik a novények novekedésének és fejlodésének szabalyozdsaban. Munkdm soran
bizonyitottam, hogy részt vesznek teljes novények oldalgydkér primordiumainak (LRP-k)
citokinin  altal  indukalt kozvetlen (kalluszképzddés  nélkiili)  atalakulasaban
hajtdsmerisztémakka. A hatékony regeneraci6 magas endogén Spd/Put arannyal és ezzel
Osszefliggésben a Spd szintézisét (AtADC1,2, AtSAMDC2,4, AtSPDS1,2) illetve a T-Spm/Spm
Spd-né torténd visszaalakitasat (AtPAOS5, de nem AtPAO1-4) végzé enzimeket kodold gének
emelkedett expressziojaval volt jellemezhetd. Bar 35S::PAOS thltermeld ndvényekben ndtt,
paos5-2 mutans novényekben nem valtozott a ROF szintje a direkt hajtdsmerisztémak
kialakuldsa soran a vad tipushoz képest. Mindemellett a kiils6 H20; kezelés nem, viszont a T-
Spm kezelés novelte a regeneracid hatékonysagat vad tipusi ndvényekben. Ezek az
eredmények, valamint a 35S::PAOS thltermel6 ndvényekben mért magas Spd/Put arany mind
alatamasztottak azt a feltételezésiinket, mely szerint az AtPAO5 nem a ROF szintek, hanem a
T-Spm/Spd homeosztazis szabalyozasan keresztiil fejti ki hatasat az OGYP-HM atalakulas
soran. Megallapitottuk, hogy az AtPAOS 4ltal fenntartott T-Spm homeosztazis sziikséges a
citokinin ~4altal indukalt hatékony hajtdsmerisztéma képzddéshez az oldalgyokér
primordiumokbdl, hatdsa pedig a GLB-ken, mint egyik lehetséges szabalyozasi itvonalon
keresztiil érvényesiil. A magas T-Spm-szint negativan szabalyozta a hemoglobin géneket,
ugyanakkor novelte az A-ARR gének relativ expressziojat, melyen keresztiil csokkentette a

citokinin érzékenységet.

Bar a GLB-k hatésa a direkt hajtadsmerisztémak kialakuldsa soran nem a NO kioltasan
keresztiil valosult meg, a kiilséleg alkalmazott NO csokkentette a direkt hajtasmerisztémak
kialakulasanak hatékonysagat és az AtPAOS relativ expresszidjat. A jovo fontos feladata azon
jelatviteli lépések elemeinek megnevezése, melyek a T-Spm-et és az AtGLB1/2-t a

génexpresszio szabalyozasdhoz kapcsoljak.
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SUMMARY

The importance of polyamine metabolism in the regulation of plant growth and
developmental processes was demonstrated in several studies. In this work, its involvement in
the cytokinin-induced direct (without callus formation) shoot meristem formation from lateral
root primordias (LRPs), was proved. Regeneration rate was correlated with a high endogenous
Spd/Put ratio. In agreement, the expression of the genes related to Spd synthesis (4¢4DC1,2,
AtSAMDC?2,4, AtSPDS1,2) and the back-conversion of T-Spm/Spm to Spd (4tPAOS5, but not
AtPAOI-4) was enhanced following the cytokinin treatment. Although, ectopic expression of
AtPAOS resulted in elevated ROS level, in pao5-2 mutants it was not changed during the
formation of direct shoot meristems compared to the wild type plants. Furthermore, not
exogenously applied H>O», but T-Spm decreased the regeneration potential in wild-type plants
in comparison to the untreated controls. These results, as well as the high Spd/Put ratio in
35S::PAOS overexpressing plants, are in line with our hypothesis that AtPAOS influences the
shoot regeneration potential not through the regulation of ROS levels but controlling the T-
Spm/Spd homeostasis. We concluded that T-Spm homeostasis which is maintained by AtPAOS5
is required for efficient cytokinin-induced shoot meristem formation from LRPs. Furthermore,
expression of GLB genes (4AtGLB1 and AtGLB2) was negatively regulated by high T-Spm
levels, while that of coding of A-type ARRs augmented and the cytokinin sensitivity was

lowered.

Although the effect of GLBs on the formation of direct shoot meristems was not related
with NO scavenging activity, high NO level inhibited the relative expression of 4¢tP405 and
shoot meristem formation. An important task that remains for the future is naming the elements

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

F.1 A pixel intenzitas mérés modja

24 h

48 h

72 h

96 h

1. fiiggelék abra: A pixel intenzitas mérés modjat bemutato reprezentativ kép

A pixelintenzitast a konvertdalodo szerv teriiletéhez igazitott, valtozo, a citokinin indukciot
koveto 24. ordaban (mitotikus osztodasi sziinet) 25 um, 48. ordaban (szervkezdemények
megjelenése) 30 um, 72. oraban (korai promerisztema kialakulasa) 40 um, 96. ordaban (késoi
promerisztéma kialakuldsa) 50 um, atmérojii korok teriiletén hatdaroztuk meg.
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F.2 Az AtPAOS Kkifejezodése 35S::PAOS5, és az AtPAO2 Kkifejezodése a 35S::PAO2

vonalban

A B
2,5 * 3,0
AtPAO2 . AtPAOS *

. 20 . 28
£ £
b} B 20
2" Z
£ '[ € 1,6
21,0 > -
s s 10
& &

0,5 0.6

0,0 0,0 -

Col-0 35S::PAO2 Col-0 35S::PAOS5

2. fiiggelék abra: APAO2 és PAOS kifejezédése az azokat tultermeld vonalakban

A 35S::PAO2 vonalban az AtPAO?2 és a 35S::PAO5-ben az AtPAOS gén expresszidja a 6 napos
csirandvények gyokerében. Referencia a hatnapos vad tipusii Col-0 csiranovény gyokerének
mRNS szintje (relativ mRNS szint: 1). Az oszlopokon a hibasavok a standard hibat mutatjak. A

szignifikancia meghatarozasa Student féle t teszt p értéke alapjan tortént, ahol a * P< 0,05, **
P<0,01; *** P<0,001.
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F.3 A 35S::PAO5 vonal regeneracios hatékonysaga

>

50 +
*kk

40 - T

30 +

20 +

10 +

Regeneratumok szama / gyokér

Col-0 358::PAO5 Col-0 35S::PAOS

3. fiiggelék abra: A 358::PAOS regenerdcios hatékonysdgdanak ellendorzése

A vad tipusu Col-0 és AtPAOS5- tultermels (35S::PAOS) névények gyokerén kialakult
regenerdtumok szama a citokinin indukciot kovets 10. napon (A), valamint a novényeket
bemutato reprezentativ képek (B). Az oszlopokon a hibasavok a standard hibat mutatjak. A

szignifikancia meghatarozasa Student féle t teszt p értéke alapjan tortént, ahol a * P<0,05; **
P<0,01; *** P<0,001.
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F.4 A poliaminok lebontasaban szerepet jatszo enzimek fobb tulajdonsagai

név kifejez6dését indukalja
Koribbi
( 01‘,abb1 szoveti szinti . e . ., kifejezodését
név) e szubsztrat | ismert fiziologiai funkcio L.
kifejezédés hormon stressz PA gatolja
AGI locus
kod
AtCuAOal X
At1g31670
- sziklevél (sztoma) Az arginaz aktivitas IES arasztas Spd ABS
AtCUAOG? - gyokércsucs szabalyozasan keresztiil MeJA sebzés SA
(AtCUAOS) - tranzicids, elongacids és « befolyasolja a s stressz €s
érési zona (protoxilém) elicitor indukélt NO
At1g31690 T p
képzddést és az elsddleges
gyokér novekedeést.
- stipulak Put IES arasztas Put ABS
AtCuAOa3 - hipokaotil Spd MelA sebzés SA
(AtCuAO2) - hipokotil-gyokeér X
At1g31710 talalkozasi pont
- gyokér maturacios zona
AtCuAOp Put MeJA-indukalt szallitd MelJA sebzés
(AtAO1) « Spd szov?t t?ejlode,s - « «
sebzés-indukalt szallito
At4g14940

szovet fejlodés levélben™
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- sziklevél és a novekvd | Put NO képzodés indukcidja IES arasztas Put
levelek apikalis zonaiban | Spd révén szerep az ABS- ABS sebzés
(hidatédak és medialt csirdzas és gyokér | SA fertdzés
AtCuA0y1 szallitoszovetek) novekedés gatlasban*. MeJA (flagellum)
(AtCuAO1l) - hipokaotil SA-szignalizéacids uton
At1g62810 (szallitoészovetek) keresztiil torténd
- gyokér tranzicids zéna patogénekkel szembeni
védekezési valaszok
aktivacioja*
- sziklevél és novekvod IES arasztas Put MeJA
levelek (hidatodak) sebzés ABS
AtCUuAOY2 - stipuldk y SA
At3g43670 - gyokércsucs
- gy0kér maturacids zona
(alapszovetek)
ABS-indukalt sztoma ABS
zarodas*
A PA homeosztazis
AtCuAOd megvaltoztatasan keresztiil
(AtCuA002) X részt vesz a GA 4altal X X
At4g12290 szabalyozott fejlédési
folyamatokban (csirazas,
levél fejlodés, viragzas
ideje)
AtCuAOel
(AtCuAOg) X
At4g12270
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AtCuAQOe2

(AtCuAOd1) X

At4912280

AtCuAO¢ - sziklevél és a novekvo | Put, Spd, | ABS-indukalt sztoma IES flagellum sebzés

(AtCuAOL1 / levelek apikalis zonaiban | N-metil- zarodas* ABS

AtCuAO03) p (hidatodak és Put, Cad IES-indukalt oldalgyokér | SA y
szallitoszovetek) fejlodés™ MeJA

Al2942490 - gyokér (kortex és
endodermisz sejtek)

1. fiiggelék tablazat: Az Arabidopsis CuAQO-k fobb jellemzdi

Fraudentali és mtsai. (2021) és Tavladoraki és mtsai. (2016) alapjan, hivatkozdsok a megjelolt forrasokon beliil. (H202: hidrogén peroxid, PA:
poliamin, Put: putreszcin, Spd: spermidin, Cad: kadaverin, MeJA: metil-jazmondt, NO: nitrogén-monoxid, ABS: abszcizinsav, SA: szalicilsav, GS:
gibberellinsav, IES: indol-3-ecetsav) *: Az adott CuAO a PA lebontds és igy H20; létrehozdasan keresztiil vesz részt a folyamat szabdlyozasdban,
x: jelenleg nem ismert; L: sejten belliili lokalizacio, A: apoplasztikus; P: peroxiszomalis; V: vakuolaris;
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név / szoveti szintii kifejezodés funkcio
AGI locus , (vagy
Kéd L szubsztrat 2'-5 n?p?s 5’-8 n?p?s virdg feltételezett Ref.
csiranévény csiranévény funkcié)
AtPAO1 citoszol Nor-Spm - gyoOkér tranzicios - gyOkér tranzicios - portok (tapétum, - stressz a,d,g,i
At5g13700 T-Spm zona €s maturacids zona mikrosporak: Késobb csak a | valaszok
Spm - SAM (minden szovetben) | mikrospora anyesejtben - tolerancia
-sziklevél -sziklevelek és a marad erds kifejezddés fokozésa (s0,
-ujonnan kialakuld kifejlett levelek - késébb portok porzoszal arasztas)
levelek cstcsa kapcsolodasi pont - gyokér
- hidatédak - vacok, szar (szallito fejlodés
- stipulak szovetekben) - fertilitas
AtPAO2 peroxiszoma | Spm - gyokérsiiveg (a - A gyokérben - A korai viragfejlédés soran | - gyokér a df g,
AT2G43020 Spd QC-hez kozelebbi torténo kifejezodése | megjeleik. fejlodés h, i
Nor-Spm sejtekben, kolumella | a 2-5 napos - termd (bibe és - levélér
T-Spm inicialisokban) csirandvényével magkezdemény fala) - fejlodés
N1-acetyl-Spm | - gyokér elongacios | megegyezO marad. késdbbi fejlodés soran -hajtas
és differenciacios - RAM, SAM eltinik fejlodés
zona - stipulak - érett pollenszem: a -csirazas
- hipokotil-gyokér - fejlodo levelek: pollinacio és pollencso - csirandvény
kapcsolodasi ponton | foként a szallito novekedés soran megmarad | korai
(minden szdvetben) | szovetek koriil és a - nektariumok fejlodése

- hipokaotil

levélnyélben (Ez a
mintazat a késébbi

-csészelevelek zarosejtjel
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fejlédés soran

eltlinik.)
-hidatédak
- zardsejtek
AtPAO3 peroxiszoma | Spm - gyokércsucs, A mintazat a - A fiatal viragriigyekben - gyoOkér és a, b, df,
At3g59050 Spd gyokérsiiveg (LRC hipokotilban és mar megjelenik. levél fejlédés | g, i
Nor-Spm sejtek, kolumella) gyokérben a - Késobbi fejlédés soran: a | - fertilitas
T-Spm - gyokér elongacidos | korabbiakhoz termdben és portokban, -védekezési
N-acetyl-Spm | és differencidcios hasonlé marad. prozészalban, valaszok
z6na (minden szovet | - stipulak pollenszemben. - ROS
kivétel az - trichomak - A pollinacio és pollencsé | homeosztazis
endodermisz) - zarosejtek novekedés soran megmarad
- hipokotil-gyokeér
kapcsolddasi pont
mellett
- sziklevelek
AtPAO4 peroxiszoma | Spm Legerdsebb a kifejezddeés: gyokeér, virag (a sziromlevel kivételével), -sOtét a, df g,
At1g65840 Spd sziklevél. indukalta i
T-Spm A vizsgalt 7 és 14 napos csirandvények minden szervében és szovetében szeneszcencia
Nor-Spm kifejezddik. - gyokér
fejlodés
- fertilitas
AtPAO5 citoszol T-Spm - sziklevél A mintazat a - A fiatal, még teljesen zart | -xilém c,deqg,
At4g29720 Spm - hipokotil hipokotilban, viragriigyekben mar differenciacio | i, j
Nor-Spm - hipokotil-gyokeér sziklevélben és megjelenik: foként a portok | - szar
N1-acetil-Spm | kapcsolodasi pont gyokérben a tapétum sejtjeiben megnyuldsa
korabbiakhoz
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- gyOkér (tranzicidos | hasonlo marad, a - Késdbbi fejlodés soran a - rozetta
z6natol a hipokotil késobbi fejlodés portok €s porzoszal levelek és
iranyaba): kortikalis | soran erdssége kapcsolodasi pontjara és a levél erek
¢s szallitoszoveti csokken. porzdszal felso részére fejlodése
sejtekben - Az Gjonnan korlatozodik. - tolerancia
- gyokér maturacios | kialakulo levelek - csésze-, €s sziromlevelek fokozasa (so0,
zona: specifikusan a | disztalis részén majd | - termd: bibe, septum arasztas)
szallitoszovetben a teljes levélre (pollinaciod utan jelentdsen - vegetativ-
Kiterjed. csokken) reproduktiv
-trichomak alapi atmenet
részén

2. fiiggelék tablazat: Az Arabidopsis PAO-k fobb jellemzoi

Az egyes poliamin-oxiddzok szerv és szévet szintii kifejezédése AtPAQO.:: p-gliikuronidaz (GUS) transzgenikus vonalak segitségével lett
meghatarozva (Fincato és mtsai., 2011), Hasznalt roviditések: QC: nyugvo centrum, quiescent center; LRC: lateral root cap; RAM: gydkér apikalis
merisztéma, root apical meristem; SAM: hajtasmerisztéma, shoot apical meristem; L: sejten belliili lokalizdacio, Ref.: referencidk; (a) Fincato és
mtsai. (2011), (b) Podia és mtsai. (2023), (C) Zarza és mtsai. (2017), (d és €) Sagor és mtsai. (2016, 2021), (f) Kamada-Nobusada és mtsai. (2008),
(9 és h) Takahashi és mtsai (2010, 2019), (i) Andronis és mtsai (2014), (J) Kim és mtsai. (2014) alapjdan, tovabbi hivatkozasok a forrasokon beliil.

100






