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1. BEVEZETŐ 

A mezőgazdaság számára nagy jelentőséggel bírnak azok a módszerek, amelyek a 

növények vegetatív szaporításán alapulnak. Ezek egyike az indukált organogenezis, ami teljes 

szervrendszerek de novo regenerációját jelenti testi sejtekből. Számos regenerációs rendszer 

létezik, mellyel de novo hajtásmerisztéma (HM) képzésén keresztül lehet növényi egyedet 

létrehozni. Az in vitro regeneráció sikere több tényezőtől is függ, mint például a megfelelő 

genotípus, az explantum, a megfelelő környezeti feltételek és optimális hormonkombináció. A 

legtöbb regenerációs rendszerben két lépésben, indirekt úton, kalluszátmeneten keresztül 

váltják ki a HM megjelenését, azonban ez akár közvetlenül is megvalósítható. Ebben az esetben 

az oldalgyökér primordiumoknak azt a képességét használják ki, hogy megfelelő citokinin 

koncentráció alkalmazása mellett sejtjei képesek a sejtsorsváltásra és HM létrehozására. 

Ugyanis a de novo hajtásregeneráció egyik fő szabályozója, az auxin mellett, a citokinin, így 

annak endogén szintje, valamint megfelelő érzékelése és jelátvitele kiemelt fontosságú a 

folyamat szempontjából. A citokinin jelátvitel szabályozásában fontos szerepet játszanak a 

hisztidin kináz receptorok, valamint az A- és B-típusú citokinin válaszregulátorok, melyek 

közül előbbiek a citokinin jelátvitel negatív, míg utóbbiak annak pozitív szabályozói. 

A poliaminokról kimutatták, hogy bizonyos fejlődési folyamatok során kölcsönhatásba 

lépnek az auxinnal és a citokininnel. Mind szintézisük mind lebontásuk döntő szerepet játszik 

a növények növekedésében és fejlődésében. A hajtásregeneráció során a citokininválaszokat a 

poliaminok mellett számos egyéb útvonal is befolyásolhatja, mint például a hemoglobinok 

expressziója vagy a nitrogén-monoxid (NO) szint. A hemoglobinok befolyásolhatják az indirekt 

hajtásmerisztémák kialakulását a citokinin észlelésben és jelátvitelben szereplő gének és ezáltal 

a citokinin érzékenység befolyásolásán keresztül. 

Mivel a hemoglobinok képesek a NO megkötésére, a NO is közvetítheti a citokinin 

jelátvitelre gyakorolt hatásukat. Ugyanakkor a citokinin válaszok kialakításában a NO-nak is 

lehet szerepe. Ismert, hogy a NO termelését elősegíthetik a poliaminok (PA-k), továbbá 

bioszintézisük prekurzora, az L-arginin is NO-forrásként szolgálhat. Valamint a NO képződését 

összefüggésbe hozták a PA katabolizmussal is.    

Számos kísérleti adat utal arra, hogy a PA-k, a hemoglobinok és a NO befolyásolhatják 

egymás hatását a citokinin függő válaszok során. Munkám során ennek a lehetőségét vizsgáltam 

meg egy erősen citokininfüggő folyamatot, az oldalgyökér primordiumok hajtásmerisztémává 

történő közvetlen átalakulása során lúdfű növényekben.  
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2. IRODALMI ÁTTEKINTÉS 

Az előlények az életciklusuk során folyamatosan ki vannak téve fizikai sérüléseknek, 

így az őket ért károsodás csökkentése érdekében képessé váltak arra, hogy új szövetet vagy 

szerveket hozzanak létre. Ez a regeneráció, amely konzervált válaszfolyamatnak tekinthető. A 

regenerációra való képesség a növények életében, helyhez kötött életmódjuk miatt, sokkal 

nagyobb jelentőséggel bír, mint az állatokban (Birnbaum és Sánchez Alvarado, 2008). A 

növények figyelemre méltó fejlődési plaszticitással rendelkeznek, hiányzó szövetek vagy 

szervek pótlásán túl egyedülálló módon, a sérült szervből akár egy teljesen új egyed 

létrehozására is képesek (Pulianmackal és mtsai., 2014). Ezek alapján a magasabb rendű 

növényeknél, megkülönböztetjük a szöveti regenerációt, ami sérült szövet pótlását, a de novo 

organogenezist, ami egy teljes szerv létrehozását jelenti és a szomatikus embriogenezist, mely 

folyamat során egy vagy több testi sejt embrióvá fejlődik, majd létrehoz egy új növényegyedet 

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

2.1 Organogenezis 

A de novo organogenezis egy olyan regeneratív folyamat, amely során pluripotens 

sejtekből egy merisztematikus központ alakul ki, amely azután képes létrehozni az új szervet ( 

Xu és Huang, 2014; Lardon és Geelen, 2020).  Természetes (in planta) körülmények között 

elsősorban a sebzés váltja ki, de a sejtfal eltávolítása vagy bioszintézisének hibája (Avivi és 

mtsai., 2004; Krupková és Schmülling, 2009), biotikus és abiotikus stresszorok (Tu és mtsai., 

2021; Tran és mtsai., 2023) is előidézhetik a folyamatot. Organogenezis azonban nemcsak 

természetes körülmények között valósulhat meg, hanem mesterségesen (in vitro) is kiváltható. 

In vitro rendszerekben a növényi regeneráció hatását számos tényező befolyásolja, úgymint a 

választott explantum, a környezeti tényezők, a külsőleg alkalmazott hormonok, valamint a 

szövetkultúra azokra adott válaszai (Bernula és mtsai., 2020). A folyamat történhet közvetlenül, 

kallusz átmenet nélkül (direkt organogenezis) vagy közvetve, kallusz képződéssel (indirekt 

organogenezis). A kallusz egy átmeneti szövet, a sejt és szöveti identitásukat vesztett, osztódó 

sejtek heterogén halmaza, melynek bizonyos sejtjei pluripotensek. A hormonok közül 

kiemelkedő jelentőségű az auxin és a citokininek szerepe, de számos más hormon is szerepet 

játszik a folyamat szabályozásában (Su és Zhang, 2014). Az auxin-citokinin arány képes 

befolyásolni a regenerációs folyamatokat. Magas auxin és alacsony citokinin (CK) arány 

mellett gyökérfejlődés, míg magas CK, alacsony auxin arány mellett hajtásregeneráció 

figyelhető meg. A két hormon kiegyenlített hatása pedig kallusz képződést eredményez. Ez a 
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felfedezés elősegítette az in vitro organogenezis rendszerek létrehozását több száz 

növényfajban, köztük Arabidopsis thaliana (közönséges lúdfű, At) növényekben is (Ikeuchi és 

mtsai., 2016; Bernula és mtsai., 2020). Az in vitro organogenezis egy többlépcsős folyamat, 

amely az alapító sejtek specifikációjából, a kallusz/primordium kialakulásából, az organogén 

kompetencia megszerzéséből, a fejlődő primordiumok szervazonosságának rögzítéséből és a 

szerv kifejlődéséből áll (Motte és mtsai., 2014). 

2.1.1 A hajtás de novo organogenezise  

A legtöbb rendszerben hajtás in vitro organogenezise indirekt módon, két egymást 

követő inkubációs lépéssel valósul meg: az explantum auxinban gazdag kalluszindukciós 

táptalajon (callus-inducing medium, CIM), majd citokininben gazdag hajtásindukciós 

táptalajon (shoot-inducing medium, SIM) történő inkubációjával (Che és mtsai., 2007). Ezzel 

szemben direkt rendszerekben a citokininnel történő kezelés, akár auxin kezelés nélkül is, 

eredményezhet hajtás kialakulást (Atta és mtsai., 2009; Radhakrishnan és mtsai., 2018). A de 

novo hajtás organogenezisben (de novo shoot organogenesis, DNSO) mind a CK, mind pedig 

az auxin jelátvitel központi szerepet játszik. Az alapító sejtek specifikációját, a pluripotens 

primordiumok kialakulását és az organogén kompetencia megszerzését az auxin, míg a fejlődő 

primordiumok hajtásidentitásának kialakulását a CK szabályozza (Motte és mtsai., 2014).   

A közvetlen és az indirekt hajtás organogenezis a megfelelő morfogenetikus 

szakaszokhoz kapcsolódó sejtszintű és genetikai események hasonló sorozatán keresztül zajlik, 

függetlenül a látható kalluszszövet jelenlététől vagy hiányától (Raspor és mtsai., 2021).  

Korábban úgy gondolták, hogy a DNSO során a folyamatban részt vevő sejtek 

dedifferenciálódás révén válnak pluripotenssé. Számos bizonyíték utal azonban arra, hogy a 

DNSO-ban egy, a normál növekedés során a szövetek differenciálódása után is megmaradó, 

őssejt populáció vesz részt (Muñoz és mtsai., 2017). Arabidopsis gyökér- és hipokotil 

explantumok esetén kimutatták, hogy a kallusz-indukáló médiumon kialakuló primordiumok a 

xilém pólusokkal szomszédos periciklus sejtek osztódásával jönnek létre. Ezek nem valódi 

kallusz szövetet hoznak létre, hanem rendezett struktúrával bírnak, ami az oldalgyökér 

merisztémára hasonlít és gyökér merisztéma-specifikus géneket expresszálnak. Mindemellett 

megfigyelték, hogy kallusz-indukáló médium helyett, csak auxint tartalmazó táptalajon az 

explantumok valódi oldalgyökér kezdeményekké fejlődnek, azaz fejlődésük a gyökér 

kialakulás genetikai programját követi (Benková és mtsai., 2003; Atta és mtsai., 2009; Ikeuchi 

és mtsai., 2016). A föld feletti szervek, például a sziklevél vagy a sziromlevél esetén az 
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explantumokból származó kalluszból a hajtás regenerációja szintén oldalgyökér primordium 

(OGYP)-szerű struktúrákból valósul meg. Az oldalgyökerek képzésére képtelen mutánsok nem 

képesek kalluszokat képezni a CIM-en, ami megerősíti, hogy a kalluszokban lévő organogén 

primordiumok szerkezeti és funkcionális homológiát mutatnak az OGYP-vel (Sugimoto és 

mtsai., 2010). Ugyanezek az OGYP-szerű primordiumok alakulnak ki a közvetlen hajtás 

organogenezis során, kallusz szövet proliferációja nélkül (Kareem és mtsai., 2016). Ezek a 

primordiumok, amelyek a gyökérfejlődés során oldalgyökereket alakítanak ki, egy bizonyos 

fejlődési ablakon belül indukálhatók, hogy transzdifferenciációval hajtás primordiumokat 

alakítsanak ki (Rosspopoff és mtsai., 2017).  

A legkorábbi morfogenetikai esemény, amely a DNSO szempontjából releváns és amely 

az explantum CIM-en történő inkubálásakor következik be, az a periciklus xilémpólusában lévő 

alapító sejtek specifikációja, amelyekből később pluripotens primordiumok keletkeznek (Motte 

és mtsai., 2014). Az OGYP-hez való hasonlósága arra utal, hogy a specifikációt CIM-ben lévő 

auxin, az oldalgyökér alapító sejtek specifikációjához hasonló módon váltja ki. A periciklus 

sejtek elköteleződése alapító sejtté, így az OGYP kialakítása a gyökércsúcshoz közel, a bazális 

merisztémában kialakuló auxin maximum, valamint az általa kiváltott válaszok révén történik 

(De Smet és mtsai., 2007). Természetes körülmények között csak kis számú alapító sejt alakul 

ki, azonban megnövekedett auxin szint hatására bármelyik xilémpólus periciklus sejt képes 

osztódni (Boerjan és mtsai., 1995; Dubrovsky és mtsai., 2008). A lokális auxin maximum 

kialakításában auxin efflux és influx karrierek vesznek részt. A folyamatban az AUXIN-

RESISTANT1 auxin influx karrier emelkedett, míg a PIN-FORMED (PIN) gének csökkent 

kifejeződése figyelhető meg (Pernisová és mtsai., 2009). Az alapító sejtek specifikációja auxin-

indukált folyamat (De Rybel és mtsai., 2010) azonban a CK is fontos szerepet játszik az in 

planta OGYP kialakulás során és a DNSO-ban is (Laplaze és mtsai., 2008; Pernisová és mtsai., 

2009). Az auxin-indukált organogenezis során Pernisová és munkatársai (2009) a CK 

bioszintézist indukcióját, valamint CK szignalizáció szövetspecifikus aktivációját figyelték 

meg. A CK pedig befolyásolta az auxin eloszlást a PIN gének expressziójának szabályozása 

révén (Pernisová és mtsai., 2009).  

A DNSO során a CIM-en történő kalluszképződés az OGYP kialakulásának molekuláris 

útját követi. Az oldalgyökér fejlődés során fontos szerepe van az auxin válasz faktorok (auxin 

response factor, ARF) közül az ARF7-nek és ARF19-nek, melyek elindítják az OGYP 

kialakulást a lateral organ boundaries domain/asymmetric leaves 2-like (LBD/ASL) 

transzkripciós faktor család bizonyos tagjai, többek közt az LBD16, LBD17, LBD18, LBD29 és 
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LBD33, kifejeződésének direkt aktivációja révén (Okushima és mtsai., 2007; Lee és mtsai., 

2009; Fan és mtsai., 2012). Az LBD transzkripciós faktorok változatos funkciókat látnak 

el. Például az LBD18 és az LBD33 heterodimert alkotva aktiválja a sejtciklus-kapcsolt E2 

PROMOTER BINDING FACTORa (E2Fa) kifejeződését, mely az OGYP iniciációjának 

sebességmeghatározó lépése (Berckmans és mtsai., 2011). Az auxin-indukált kalluszképződés 

során felülszabályozódik az LBD16, LBD17, LBD18 és LBD29 és az E2Fa is kifejeződik LBD-

függő módon. Az LBD-k számos kalluszképződésben is részt vevő reaktív oxigén forma (ROF) 

anyagcseréjét, lipidanyagcserét, sejtfal hidrolízist és metilációt szabályozó gének kifejeződését 

indukálják. Az LBD16 kifejeződését az auxin-indukált WUSCHEL-related homeobox 11 

(WOX11) és WOX12 is pozitívan szabályozza. A CIM-en a magas auxin szint aktiválja a 

WOX11 / 12 expressziót, az pedig az LBD16-ot. Az LBD16 elsősorban az újonnan képződött 

kalluszban fejeződik ki, részt vesz a pluripotencia megszerzésében és a sejtosztódás elősegítése 

révén az OGYP-szerű struktúrák sejtazonosságának kialakításában (Liu és mtsai., 2018b). Az 

oldalgyökér fejlődése során a gyökér merisztéma kialakulásakor az LBD16, valamint a 

WOX11/12 kifejeződése csökken és a WOX11/12 aktiválja a WOX5 és a WOX7 kifejeződését. 

A WOX5 felelős az őssejtek pluripotenciájának fenntartásáért és osztódásuk szabályozásáért 

(Lee és mtsai., 2009). Ezt a szerepét a hajtásregeneráció során is bizonyították (Kim és mtsai., 

2018). A WOX5 mellett számos gyökérmerisztéma kialakításában is részt vevő gén, többek közt 

a SCARECROW (SCR), a SHORT ROOT (SHR) és a PLETHORA (PLT) transzkripciós család 

számos tagjának kifejeződése is fokozódik az auxin-indukált kallusz kialakulása során (Atta és 

mtsai., 2009). Feltételezhető, hogy a SCR és a SHR a poszt-embrionális fejlődésben betöltött 

szerepük mellett a nyugvó centrum (quiescent center; QC) fenntartásában is részt vesz a CK/ 

auxin egyensúly szabályozása révén (Salvi és mtsai., 2018). Míg a PLT1-nek és PLT2-nek a 

gyökér merisztémában az őssejt niche fentartásában van szerepe (Du és Scheres, 2017), addig 

a PLT3, PLT5 és PLT7 az OGYP és a pluripotens primordium megfelelő sejtosztódási 

mintázatának kialakulásáért felel (Kareem és mtsai., 2015).  

Rosspopoff és munkatársai (2017) az organogén kompetencia megszerzésének 

vizsgálatát egy közvetlen regenerációs rendszerben végezték el, ahol a megfelelő 

hormonkezeléssel sikerült a fejlődő primordiumok szervi identitásának transzdifferenciálódását 

előidézni, és egy szűk fejlődési ablakon belül azt oda-vissza is lehetett fordítani. Col-0 

ökotípusú Arabidopsis gyökérexplantumokon N6-(2-izopentenil)adenin alkalmazásával 

hatékonyan lehetett a VI. és VII. fejlődési stádiumban lévő OGYP-k transzdifferenciálódását 

indukálni funkcionális hajtásprimordiumokká. A génexpressziós elemzés feltárta, hogy a 
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gyökérprimordium expressziós profilja átmenetileg a hajtás apikális merisztémára (shoot apical 

meristem, SAM) jellemzővé vált. A PLT1 és a SHR kifejeződése gyorsan lecsökkent és a 

fejlődő hajtás SAM-ra jellemző SHOOTMERISTEMLESS (STM), WUSCHEL (WUS) és 

CLAVATA3 (CLV3) kifejeződési mintázat alakult ki. A hajtásprimordiumok egy rövid fejlődési 

ablakon belül naftilecetsavval történő kezeléssel visszaállíthatók voltak a gyökérprimordium 

identitására. Ezeket a változásokat a gyökérprimordiumra jellemző génexpressziós mintázat 

helyreállása kísérte. Kimutatták, hogy a gyors identitásváltás a fejlődési program egyenértékű 

elemei közötti egyszerű váltásokon keresztül valósul meg, például a WOX5 expressziója a 

gyökér őssejt niche-ben gyorsan lecserélődik a WUS egyenértékű expressziós mintázatára, hogy 

az expressziós doménhez hajtásidentitást rendeljen (Rosspopoff és mtsai., 2017). 

A pluripotens primordiumok kialakulása után további fejlődésük a hajtások 

kialakításához az organogenezishez való kompetenciájuktól függ. Ennek kulcsfontosságú 

szabályozó génjei a PLT, az ENHANCER OF SHOOT REGENERATION (ESR) és a CUP-

SHAPED COTYLEDON (CUC) géncsaládokba tartoznak. A PLT3, PLT5 és PLT7 nemcsak a 

primordium kialakulásában, hanem a DNSO későbbi szakaszaiban is részt vesznek. (Kareem 

és mtsai., 2015). Ennek a három génnek az indukciója aktiválja CUC2-t, valamint a PLT1-et és 

a PLT2-t, melyek kifejeződése lehetővé teszi a hajtás progenitorok kialakulását a sejtek 

pluripotenciájának biztosítása révén. Továbbá szerepük van a CLV3 - WUS megfelelő 

kifejeződési mintázatának szabályozásában (Kareem és mtsai., 2015). A CUC gének már 

sokkal a hajtás elköteleződése előtt felülszabályozódnak, és már a CIM táptalajon is 

kifejeződnek. A CUC1 a SAM kialakulásában játszik szerepet.  Kifejeződését az ESR1 és ESR2 

pozitívan befolyásolja. Az ESR1 továbbá a WUS, a CLV3 és a STM kifejeződését is befolyásolja 

a SAM kialakulás során (Kirch és mtsai., 2003). A CUC2 CIM táptalajon a kallusz szövetben 

kiterjedt régiókban fejeződik ki, azonban CK indukció hatására, SIM táptalajon, ez a PIN1-

függő lokális auxin maximummal egybeeső doménekre korlátozódik. A CK továbbá indukálja 

a WUS kifejeződését, a CUC2-vel nem átfedő régiókban. A CUC2 és WUS eltérő régiókban 

való kifejeződésének eredményeképpen a kalluszon belül kijelölődnek a progenitor és nem 

progenitor sejtek (Gordon és mtsai., 2007).  

A progenitor sejtek kialakulása után, azaz miután hajtás organogenezisre kompetenssé 

vált, a primordium a további fejlődése során, a hajtás identitás megszerzésével kialakítja a 

hajtás promerisztémát. Bár az ontogenetikus hajtásfejlődés és a DNSO során a SAM kialakulása 

között vannak különbségek, ezek a folyamatok genetikai szinten nagyrészt hasonlóak. A SAM 

kialakulásának folyamatában központi szerepet játszik két homeodomain transzkripciós faktor, 
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az STM és a WUS, melyek aktivitása, valamint szabályozása szorosan összefügg a CK 

jelátvitellel. Mindkét gén expressziója CK indukció hatására fokozódik. (Raspor és mtsai., 

2021). Az STM kiterjedt expressziót mutat a SAM-ban. A CK bioszintézis fokozásán keresztül 

gátolja a sejtdifferenciációt, továbbá CK-független módon a merisztéma szerveződését 

szabályozza, valamint a WUS kifejeződését, ami által pedig az organizáló centrum és az őssejt 

identitás fenntartásában is szerepet játszik (Scofield és mtsai., 2014). Az auxin gátolja az STM 

expresszióját, lehetővé téve a SAM perifériás zónájában az oldalszervek kialakulásához 

szükséges sejtek differenciálódását (Chang és mtsai., 2020).  A WUS irányítja a 

hajtásmerisztéma kialakulásának folyamatát, gátolja a sejtosztódást és a sejt megnyúlást, hogy 

fenntartsa a sejtek őssejt állapotát (Negin és mtsai., 2017). A WUS-t a SIM-ben jelen lévő CK 

felülszabályozza azokban a sejtekben, amelyekben az ARABIDOPSIS HISTIDINE KINASE 

4, auxin kezelés révén, az organogén kompetencia megszerzése során kifejeződött (Gordon és 

mtsai., 2009). A CK jelátvitelben fontos szerepet játszó B- típusú válaszregulátorok (type-B 

Arabidopsis response regulators, B-ARR-ek), többek közt a ARR1, ARR2, ARR10, és ARR12, 

aktiválják a WUS expressziót (Liu és mtsai., 2018a) és erősítik azt a YUCCA-mediált auxin 

felhalmozódás gátlása révén (Meng és mtsai., 2017). Ezek aktivitását a HD-ZIP III 

transzkripciós fakorok korlátozzák a kompetens merisztéma sejtjeire (Zhang és mtsai., 2017a). 

Bár a B-ARR-ek direkt módon aktiválják a citokinin jelátvitel negatív szabályozói, az A-típusú 

válaszregulátorok (type-a Arabidopsis response regulators, A-ARR-ek) kifejeződését (Mason 

és mtsai., 2005), a WUS ezek transzkripcióját gátolja. Így a WUS negatívan szabályozza az 

ARR5-öt, az ARR6-ot, az ARR7-et és ARR15-öt, ezáltal a merisztéma CK iránti érzékenységét 

is növeli (Leibfried és mtsai., 2005). Kimutatták, továbbá, hogy az ARR7 a WUS negatív 

szabályozója, valamint, hogy az ARR7 és az ARR15 túltermeltetése Arabidopsis növényekben 

csökkenti a hajtás regeneráció hatékonyságát (Leibfried és mtsai., 2005, Buechel és mtsai., 

2010). Arabidopsis embrionális fejlődése során során a WUS helyett a WOX2 felelős a hajtás 

progenitorok létrehozásáért, valamint ezek pluripotenciájának fenntartásáért az auxin és a CK 

jelátvitel közötti egyensúly finomhangolásával (Zhang és mtsai., 2017b).  

A hajtás identitás megszerzése és a SAM kialakulása, amelyet mind auxin-, mind CK-

függő gének szabályoznak, a DNSO utolsó lépésének tekinthető. Bár az ötödik fázist, azaz a 

hajtás kiemelkedését általában a DNSO részeként írják le, a folyamat spontán módon megy 

végbe még akkor is, ha az explantumok növekedésszabályozó-mentes táptalajba kerülnek és a 

csíranövények a hajtás fejlődési programját követik (Shin és mtsai., 2020; Raspor és mtsai., 

2021).  
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2.2 A poliaminok 

2.2.1 A poliaminok általános jellemzői és szerepük a növényekben 

A poliaminok minden élő organizmusban jelen lévő nitrogén tartalmú egy vagy több 

amino csoportot tartalmazó, egyenes vagy elágazó láncú alifás, alacsony molekula tömegű, 

vízoldékony molekulák (Kusano és mtsai., 2008; Chen és mtsai., 2019; Hasanuzzaman és 

mtsai., 2019). Élő szervezetekben előfordulhatnak szabad, kovalensen konjugált, vagy nem 

kovalensen konjugált formában. Utóbbit további két csoportra oszthatjuk, a perklórsav által 

oldható és nem oldható PA-okra (Chen és mtsai., 2019). A különböző fajokban megtalálható 

PA-ok eloszlása és koncentrációja nagyon eltérő. A sejtekben szintjük dinamikusan változik, 

bioszintézis, interkonverzió, konjugáció, kémiai módosulások, transzport és lebontás révén 

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

Magasabb rendű növényekben főként szabad formában vannak jelen, legnagyobb 

mennyiségben a putreszcin (Put), spermidin (Spd) és a spermin (Spm) fordul elő (1. ábra), 

azonban termospermin (T-Spm), kadaverin (Cad), norspermidin (N-Spd) valamint egyes 

növényfajoknál további, úgy nevezett „nem szokványos” PA-ok, például homokaldopentamin, 

homokaldohexamin is megtalálható (Chen és mtsai., 2019; Kuehn és mtsai., 1990; Kuznetsov 

és mtsai., 2006). 

1. ábra A növényekben leggyakrabban megtalálható poliaminok felépítése 

Kakehi és mtsai., 2010 alapján, módosítva. A piros keret a putreszcint jelöli, a kék keret a 

poliaminok bioszintézise során hozzá kapcsolódó aminopropil csoportokat. 

 

A szabad PA-ok a fiziológiás pH tartományban teljesen protonáltak és pozitív töltéssel 

rendelkeznek, így elektrosztatikus kölcsönhatásba léphetnek negatív töltésű 



14 
 

biomakromolekulákkal (fehérjékkel, foszfolipidekkel, aminosavakkal). Az így kialakuló nem 

kovalensen kötött PA-ok részt vesznek a DNS replikáció, a transzkripció, a sejtosztódás, a 

membrán stabilitás, valamint különböző enzimek aktivitásának szabályozásában, ezáltal pedig 

a növényi növekedés és fejlődés szinte minden folyamatában, valamint a stresszre adott 

válaszreakciókban (Miller-Fleming és mtsai., 2015; Chen és mtsai., 2019; Wang és mtsai., 

2019).  

2.2.2. A poliaminok metabolizmusa a növényekben 

2.2.2.1 A poliaminok bioszintézise 

A putreszcin bioszintézise 

A putreszcin bioszintézise jelen ismereteink szerint több útvonalon keresztül is 

megvalósulhat (2. ábra). Az „arginin” útvonalon, az argininből az arginin-dekarboxiláz enzim 

(ADC, EC 4.1.1.19) agmatint (AGM) szintetizál. A keletkezett AGM-t az agmatin-

iminohidroláz enzim (AIH, EC 3.5.3.12) N-karbamoil-putreszcinné, majd azt az N-karbamoil-

putreszcin-amidohidroláz enzim (NCPAH, EC 3.5.1.53) Put-né alakítja. Az „ornitin útvonalon” 

argininból az argináz (ARGAH, EC 3.5.3.1) enzim működése révén ornitin, majd abból az 

ornitin-dekarboxiláz (ODC, EC 4.1.1.17) enzim által Put keletkezik (Chen és mtsai., 2019). 

Lúdfűben és szójában kimutatták, hogy az argináz, vagy más néven arginin amidohidroláz 

nemcsak argináz, hanem agmatináz aktivitással is rendelkezik. Mivel ezek az enzimek erősen 

konzerváltak, feltételezhető, hogy minden növényi argináz enzim rendelkezik mindkét 

aktivitással. Argináz aktivitásuk révén képesek az arginint ornitinné és ureává alakítani, míg 

agmatináz aktivitásuk az arginin Put-né történő átalakítását katalizálja (Patel és mtsai., 2017; 

Pál és mtsai., 2021). A Put bioszintézis egy alternatív útvonala a citrullin útvonal.  Ennek során 

az arginin citrullinná konvertálódik, majd a citrullin-dekarboxiláz (CDC) segítségével a 

citrullinból N-karbamoil-putreszcin majd Put keletkezik. A citrullin útvonalat csak szezámban 

mutatták ki, így döntő fontosságúnak a növényekben az arginin és az ornitin útvonal tekinthető 

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

A magasabb-rendű poliaminok bioszintézise 

A diamin Put-hez egy aminopropil csoport kapcsolásával alakul ki a triamin Spd. A reakciót a 

spermidin-szintáz enzim (SPDS, EC 2.5.1.16) katalizálja. A triamin Spd-ből a spermin-szintáz 

enzim (SPMS, EC 2.5.1.22) alakítja ki a tetraamin Spm-t vagy a termospermin-szintáz 

(TSPMS; EC 2.5.1.79) a termospermint, egy újabb aminopropil csoportot kapcsolva a Spd N8- 

(aminobutil) és az N1-(aminopropil) végre (1. ábra). A szükséges aminopropil csoportokat a 
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dekarboxilált S-adenozil-metionin (dcSAM) biztosítja, mely a SAM-dekarboxiláz enzim 

(SAMDC, EC 4.1.1.50) működése révén jön létre (Salvi és Tavladoraki, 2020; Pál és mtsai., 

2021) (2. ábra).  

 

 

2. ábra: A poliaminok bioszintézisének sematikus ábrázolása 

Használt rövidítések: ADC: arginin-dekarboxiláz; AIH: agmatin-iminohidroláz; ARGAH: 

argináz/ arginin amidohidroláz; CDC: citrullin-dekarboxiláz; SAM: S-adenozil-metionin, 

NCPAH: N-karbamoilputreszcin-amidohidroláz; ODC: ornitin-dekarboxiláz; SPDS: 

spermidin-szintáz; SPMS: spermin-szintáz, TSPMS: termospermin-szintáz; SAMDC: S-

adenozil-metionin-dekarboxiláz; SAMS/MAT: S- adenozil-metionin-szintáz / metionin-

adenoziltranszferáz 

 

2.2.2.2 A poliaminok lebontása  

A PA-ok lebontását amin-oxidázok végzik. Ezeknek az enzimeknek két csoportja 

különböztethető meg, a réztartalmú amin-oxidázok (copper-containing amine oxidases, CuAO-

k; EC 1.4.3.6) valamint a flavin- adenin-dinukleotidot (FAD) tartalmazó poliamin-oxidázok 

(PAO-ok; EC 1.5.3.11).  
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A CuAO-k főként a diaminok (Put, Cad) lebontásában vesznek részt. A legtöbb eddig 

jellemzett CuAO számára a Put a legjobb szubsztrát, azonban a Spd-t és Spm-t is képesek 

oxidálni (Moschou és mtsai., 2012; Planas-Portell és mtsai., 2013). Az enzim a Put-t a primer 

aminocsoportjánál oxidálja. A reakció termékeként 4-aminobutanal, valamint ammónia (NH3) 

és hidrogén-peroxid (H2O2) keletkezik (Wang és mtsai., 2019) (3. ábra). A 4-aminobutanal 

spontán módon tovább alakulhat ∆1-pirrolinná, ami γ-amino-vajsavvá majd szukcináttá 

alakulva a Krebs-ciklusba léphet be (Chen és mtsai., 2019). A CuAO-k homodimerként 

működnek, az enzim kettő 70-90 kDA-os alegységből áll, mindkettő tartalmaz egy réz iont és 

egy topakinon (2,4,5-trihidroxi fenilalanin kinon) kofaktort. Szubcelluláris lokalizációjukat 

tekintve két csoportra oszthatók. Lehetnek extracelluláris fehérjék, melyek egy N-terminális 

szignál peptidet, vagy peroxiszomális fehérjék, melyek C-terminális szignál peptidet hordoznak 

(Planas-Portell és mtsai., 2013).  

Szubsztrát specifitásukat tekintve a PAO-k erős affinitást mutatnak a Spd és Spm, 

valamint azok származékai iránt, a Put-t viszont nem bontják (Alcázar és mtsai., 2010). 

Funkcionálisan a PAO-k két csoportra oszthatók. Az első csoportba tartozók a PA-ok terminális 

katabolizmusát (terminal catabolism, TC) végzik. A reakció során oxidálják a Spd és a Spm N4 

pozíciójú nitrogénjének endo oldalán található szénatomját, melyhez elektron donorként 

molekuláris oxigént használnak. A reakció termékeként H2O2, 1,3-diaminopropán (DAP) és 

Spd szubsztát esetén 4-aminobutanal, míg Spm esetén N-(3-aminopropil)-4-aminobutanal 

keletkezik (Moschou és mtsai., 2012; Liu és mtsai., 2014). A másik csoportba tartozó PAO-k, 

a PA-ok visszaalakítását (back-conversion, BC) végző enzimek. A Spd és Spm és vagy acetilált 

származékai N4 pozíciójú nitrogénjének exo oldalán található szénatomot oxidálják és 

termékként a Spd-ből Put; Spm-ből Spd, továbbá 3-aminopropanal (3-AP) és H2O2 keletkezik 

(Moschou és mtsai., 2012) (3. ábra).  
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3. ábra: A putreszcin, spermidin, spermin lebontásának sematikus ábrázolása 

Kusano és mtsai. (2015) alapján, módosítva; kék vonallal jelölt a BC (visszaalakítás) útvonala; 

piros vonallal jelölt a TC (végoxidáció, terminális katabolizmus) útvonala; piros és kék csillag 

a TC, valamint a BC reakció során oxidálódó szénatomot jelöl; Használt rövidítések: CuAO: 

réztartalmú amin-oxidáz; PAO: poliamin-oxidáz; H2O2: hidrogén peroxid; NH3: ammónia; 3-

AP: 3-aminopropanal 

 

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

jellemzése 

A putreszcin bioszintézise Arabidopsisban 

Az ODC-t kódoló gén hiányzik a Brassicaceae család számos tagjából, így Arabidopsis 

thaliana-ból is (Hanfrey és mtsai., 2001). Bár feltételezhető olyan gének jelenléte melyek az 

ODC génekkel kismértékű homológiát mutatnak (Tassoni és mtsai., 2003; Hao, 2005) és az 

ornitin nem enzimatikus dekarboxilációját is megfigyelték már Arabidopsisban (Hanfrey és 

mtsai., 2001), a poliamin bioszintézis fő útvonalának lúdfűben az ADC útvonal tekinthető. A 

szintézis sebesség-meghatározó lépése az ADC által katalizált agmatin kialakulása (Urano és 

mtsai., 2005).  

Arabidopsisban az ADC enzimet két gén kódolja, az AtADC1 és az AtADC2. A gének 

által kódolt fehérje szekvenciák aminosav szinten 80%-os homológiát mutatnak, azonban 

génexpressziós mintázatuk eltér (Alcázar és mtsai., 2005). Az AtADC1 és AtADC2 egymástól 

eltérő szövetspecificitással rendelkezik. Az AtADC1 minden szövetben kifejeződik és 

expressziója konstitutív, az AtADC2 viszont főleg levélben, becőtermésben expresszálódik, 

mindemellett kifejeződik a merisztémákban, szállító szöveti sejtekben és az oldalgyökér 
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iníciálisokban.  Mindkét gén részt vesz a különféle abiotikus, illetve biotikus stresszre adott 

válaszfolyamatokban, szerepük átfedő, de nem minden esetben megegyező (Urano és mtsai., 

2004; Alcázar és mtsai., 2010; Sánchez-Rangel és mtsai., 2016). Természes körülmények 

között Arabidopsisban a Put bioszintézis főként az AtADC2 gén működése révén valósul meg, 

azonban sem ennek a génnek, sem pedig az AtADC1 génnek a kiütése nem jár jelentős 

fenotípusos változással, viszont a magképződést és csírázást befolyásolja. Mindemellett, 

AtADC2 hiányában csökken a Put és a Spd szint (Urano és mtsai., 2004, 2005) A két gén 

együttes csendesítése a fejlődés visszamaradását, kései virágzást, a magszám csökkenését 

okozza, kiütésük pedig az embrió letalitását eredményezi (Sánchez-Rangel és mtsai., 2016; 

Urano és mtsai., 2005). Az AtADC1 és AtADC2 is hordoz kloroplasztisz szignál 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 aktivitásának szabályozásában vehet részt (Maruri-López és Jiménez-Bremont, 2017).  

Az AtADC1 dekarboxiláz aktivitása révén nemcsak az agmatin, hanem N-acetilputreszcin 

kialakításában is szerepet játszik. Az AtADC1 és az N-acetyltransferase activity 1 (AtNATA1) 

az endoplazmatikus retikulumban található, ahol a NATA1 katalizálja, az N-acetilputreszcin 

kialakulása mellett, az ornitinből történő Nδ-acetilornitin kialakulását is, amit az AtADC1 N-

acetilputreszcinné alakít (4. ábra). Az N-acetilputreszcin szerepe pontosan nem ismert, 

azonban feltételezhetően részt vesz a patogének elleni védekezési reakciókban, prekurzorként 

szolgálhat az N-acetilspermidin és az N-acetilspermin szintéziséhez vagy a PA lebontás egy 

terméke lehet, így szerepe lehet a poliaminok szintjének szabályozásában (Lou és mtsai., 2020; 

Pál és mtsai., 2021).  

Arabidopsis-ban az AIH-t és az NCPAH-t 1-1 gén, az AtAIH és a NITRILASE-LIKE 

PROTEIN 1 (AtNLP1) kódolja. Az AtAIH-nak 5, AtNLP1-nek 3 izoformája létezik. Az 

AtNLP1 összes izoformája és négy AtAIH izoenzim csak az endoplazmatikus retikulumban 

(ER) fejeződik ki, egy AtAIH izoforma pedig az ER-ben és a kloroplasztiszban lokalizált. Ebből 

a Joshi és munkatársai (2022) arra következtettek, hogy Arabidopsis esetén a Put bioszintézise 

mintegy kizáródik a citoplazmából és az ER-ben, a kloroplasztiszban valamint a 

mitokondriumban valósul meg. Az AtAHI gén, az EMBRYO DEFECTIVE gének közé tartozik 

(EMBRYO DEFECTIVE 1873), azaz mutációja okozhat embrió fejlődési rendellenességeket 

(Meinke, 2020), amíg az AtNLP1 génben homozigóta mutáns növények nem mutatnak 

fenotípust. Az agmatinból Put-t kialakító ARGAH-t kódoló gének, az AtARGAH1 és 

AtARHGAH2, mutációja esetén a növény életképes, ami azt jelzi, hogy a Put bioszintézise 
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ezeknek az enzimeknek a hiányában is megvalósulhat és az egyik útvonal hiányát a másik, ha 

részlegesen is, de képes kompenzálni. Az AtARGAH gének expressziója alacsony arginin 

szintnél megemelkedik és az enzim inkább agmatinázként funkcionál. Az AtAGAH2 az 

AtADC2-val azonos kompartmentalizációt mutat és ko-expresszál. adc mutánsokkal végzett 

vizsgálatok alapján az AtADC2, AtARGAH2 útvonal a Put bioszintézis fő útvonalának 

tekinthető bizonyos stresszválaszok esetén (Patel és mtsai., 2017).  

A spermidin, spermin és termospermin bioszintézise Arabidopsisban 

A Spm az SPDS, majd ebből Spm vagy T-Spm kialakulás a SPMS, vagy az ACAULIS 

5 (ACL5) gén által kódolt TSPMS működése révén történik. A reakció a SAMDC által 

dekarboxilált SAM aminopropil csoportjának átvitelével valósul meg (4. ábra). 

A magasabb-rendű poliaminok bioszintézisének kulcsenzime a legtöbb zárvatermő 

esetén multigén család által kódolt SAMDC. Az enzimek a génszekvenciáik alapján a 

sejtmagban vagy a citoszolban lokalizálódnak (Gonzalez és mtsai., 2021). Arabidopsis 

genomban öt SAMDC-t kódoló gén (AtSAMDC1-5) található. Ezek kódoló szekvenciájukban 

magas homológiát mutatnak. Mind az öt AtSAMDC gén promótere hordoz stressz-és hormon-

válasz elemeket (Majumdar és mtsai., 2017). Az AtSAMDC1 és az AtSAMDC3 a kifejlett 

növény minden szervében kifejeződik, bár az utóbbi gyengébben expresszálódik és nem 

található meg a becőben. Az AtSAMDC2 magas expressziót mutat a gyökérben, a levélben és a 

virágban. Az AtSAMDC4/BUSHY AND DWARF 2 (AtSAMDC4/BUD2) szintén alacsony 

szinten, de konstitutívan expresszálódik. A promóter aktivitása alapján az AtSAMDC5 génről 

képződik mRNS és fehérje, de a termék nem funkcionális (Majumdar és mtsai., 2017). Ismert, 

hogy az AtSAMDC1 és AtSAMDC2 kifejeződése, az 5’ nem transzlálódó régióban lévő kettő, 

upstream elhelyezkedő nyitott leolvasási keret (uORF) által PA-függő módon a transzláció 

szintjén szigorú szabályozás alatt áll (Hanfrey és mtsai., 2005). Az AtSAMDC3, melyben csak 

egy, és az AtSAMDC4/BUD2 és AtSAMDC5, melyekben nem található uORF, transzlációs 

szabályozása jelenleg nem ismert (Majumdar és mtsai., 2017; Gonzalez és mtsai., 2021). A 

SAMDC enzim aktivitása nem mutat korrelációt sem specifikus AtSAMDC gén expressziójával, 

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

Az Arabidopsis genomban a SPDS-t kettő, míg az SPMS-t (Fuell és mtsai., 2010) és a 

T-Spm bioszintéziséhez szükséges TSPMS-t egy-egy gén kódolja (Knott és mtsai., 2007; Fuell 

és mtsai., 2010). Lúdfűben az aminopropil transzferázok kettős, sejtmagi és citoszolikus 

lokalizációt mutatnak.  A AtSPDS1 és AtSPDS2 megtalálható ugyan a citoszolban, de 

leginkább a sejtmagban van jelen. A SPMS lokalizációja az SPDS fehérjék jelenlététől függ. A 
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sejtmagban ezek dimereket alkotva működnek (Belda-Palazón és mtsai., 2012). Mindkét SPDS 

transzkriptum megtalálható minden növényi szervben. A két gén együttes kiütése embrió 

korban letális, az egyik SPDS elcsendesítése viszont nem jár jelentős fenotípusos változással, 

így köztük funkcionális redundancia feltételezhető. Azonban válaszuk eltérő külső 

hormonkezelésekre, például exogén CK kezelésre, mely során az AtSPDS2 expressziójának 

szintje megnő, amíg az AtSPDS1-é nem változik. Mindez azt jelzi, hogy egyes 

sejtfolyamatokban vagy eltérő növekedési feltételek mellett egyedi szereppel is bírnak 

(Hanzawa és mtsai., 2002; Imai és mtsai., 2004a). A SPMS gén mutációja és ebből adódóan a 

Spm hiánya nem letális és fenotípusos változást sem okoz, azaz a Spm nem eszcenciális az 

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

A termospermin a spermin strukturális izomerje. Arabidopsisban [a korábban spermin-

szintázként azonosított (Hanfrey és mtsai., 2005)] AtACL5 gén által kódolt termospermin-

szintáz enzim katalizálja a kialakulását Spd-ből. Az AtACL5 specifikusan a fejlődő xilém 

sejtekben expresszálódik (Muñiz és mtsai., 2008). A T-Spm-szint szigorú szabályozás alatt áll, 

mely során a T-Spm negatívan szabályozza az AtACL5 és az AtSAMDC4/BUD2 expresszióját 

(Hanzawa, 2000).  

A poliaminok lebontása Arabidopsisban 

Arabidopsis thaliana genomjában 10 CuAO-t kódoló gént azonosítottak, melyek közül 

mindössze nyolc kódol funkcionális enzimet (Tavladoraki és mtsai., 2016). Az AtCuAOβ, 

AtCuAOγ1 és feltételezhetően az AtCuAOγ2 az apoplasztban, az AtCuAOα2, AtCuAOα3 és 

az AtCuAOζ a peroxiszómában található, az AtCuAOδ pedig vakuoláris elhelyezkedésű 

(Planas-Portell és mtsai., 2013; Alharbi és mtsai., 2020). Az izoenzimek eltérő szubsztrát 

specifitással és fiziológiai funkcióval rendelkeznek, az őket kódoló gének szöveti kifejeződése, 

valamint különböző stresszorok, hormonok, illetve PA-ok általi indukálhatóságuk eltérő (lásd: 

1. függelék táblázat: Az Arabidopsis CuAO-k főbb jellemzői). Bár elsődlegesen a diamin 

Put és Cad lebontását végzik, Arabidopsisban három enzim, az AtCuAOγ1, az AtCuAOα3 és 

az AtCuAOζ képes a Spd, de nem a Spm, oxidációjára is (Planas-Portell és mtsai., 2013, 

Alharbi és mtsai., 2020) (4. ábra). 

Arabidopsisban öt PAO izoenzimet kódoló gén (AtPAO1-AtPAO5) található. Az 

AtPAO géncsalád tagjai közül az AtPAO1 és AtPAO5 a citoplazmában, amíg az AtPAO2, 

AtPAO3 és AtPAO4 a peroxiszómában lokalizálódik (Takahashi és mtsai., 2010).  
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A lúdfű PAO-k szerv és szövetspecifikus kifejeződése eltérő (lásd: 2. függelék 

táblázat: Az Arabidopsis PAO-k főbb jellemzői). Az AtPAO1 erős expressziót mutat a gyökér 

tranzíciós zónájában és a portokban, így szerepet játszhat a gyökérfejlődésben és fertilitásban. 

A fejlődési folyamatokon túl, szerepe a különböző abiotikus és biotikus stresszválaszokban is 

jelentős (Fincato és mtsai., 2011). Az AtPAO2 a hajtás és gyökér merisztematikus régiójában, 

a levélerekben és a portokban fejeződik ki, ezáltal szerepet játszik a hajtás, a gyökér, a levél és 

a virág fejlődésben, utóbbin belül a pollencső növekedésében (Fincato és mtsai., 2011; Yu és 

mtsai., 2019), továbbá a csírázás és a csíranövény fejlődés korai szakaszának szabályozásában 

(Takahashi és mtsai., 2019). Az AtPAO2-höz hasonlóan az AtPAO3 leginkább a virágban 

expresszálódik (Takahashi és mtsai., 2010). Az AtPAO2-től eltérően azonban az AtPAO3 nem 

a késői, hanem inkább a korai fejlődési stádiumokban fejeződik ki (Takahashi és mtsai., 2010). 

Mindemellett az AtPAO3 fontos szerepet játszik a különböző abiotikus stresszorokkal, úm. 

sóstresszel és hőstresszel szembeni védekezési válaszokban a ROF homeosztázis szabályozásán 

keresztül (Moschou és mtsai., 2008; Andronis és mtsai., 2014; Toumi és mtsai., 2019). Az 

AtPAO4 főként a fiatal csíranövényben és az idősebb levelekben fejeződik ki, a szárban és a 

virágban kevésbé expresszálódik (Takahashi és mtsai., 2010). Az AtPAO4 mutációja késlelteti 

a sötét-indukálta szeneszcenciát (Sequera-Mutiozabal és mtsai., 2016), továbbá hiányában 

szárazságstressz kapcsolt gének, valamint lignin és flavonoid bioszintézis gének expressziója 

fokozódik (Kamada-Nobusada és mtsai., 2008). Az AtPAO5 kifejeződése időben és térben is 

szabályozott. Leginkább a hajtás és gyökér szállítószöveteiben, valamint a virágban fejeződik 

ki (Takahashi és mtsai., 2010; Yu és mtsai., 2019). Fontos szerepet játszik a különböző 

stresszválaszokban, úm. a sótolerancia kialakításában (Zarza és mtsai., 2017), de leginkább a 

növények növekedésének és fejlődésének szabályozásában vesz részt, úm. a xilém 

differenciáció, illetve az indirekt hajtásmerisztéma képződése (Lim és mtsai., 2006; Alabdallah 

és mtsai., 2017).  

A PAO-k nemcsak a poliaminok lebontását, hanem azok visszaalakítását is katalizálják 

(4. ábra), az egyes PAO-k szubsztrát specifitása azonban eltérő. A legtöbb PAO több 

szubsztrátot is képes felismerni (lásd: 2. függelék táblázat: Az Arabidopsis PAO-k főbb 

jellemzői), azonban azokat eltérő hatékonysággal tudják oxidálni. Az AtPAO2 és AtPAO3 a 

Spm Put-né történő visszaalakítását végzi Spd-en keresztül, azaz a Spd és a Spm is szubsztrátja, 

míg az AtPAO4 a Spm-t részesíti előnyben. Az AtPAO1 és az AtPAO5 képes oxidálni a Spm-

t, a Nor-Spm-t és a T-Spm-t is és mindkettőnek az utóbbi felé nagyobb a katalitikus aktivitása 

(Takahashi és mtsai., 2010). Az AtPAO1 enzimmel szemben az AtPAO5-nek azonban oxidáz 
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helyett, inkább dehidrogenáz aktivitása van, így ez az enzim elsősorban nem a H2O2 

produkción, hanem inkább a PA (T-Spm-Spd) szint szabályozásán keresztül fejti ki a hatását a 

növények növekedési és fejlődési folyamataiban (Sequera-Mutiozabal és mtsai., 2016; 

Alabdallah és mtsai., 2017; Benkő és mtsai., 2022). 

 

 

4. ábra: A poliaminok metabolizmusa Arabidopsisban 

A zöld nyilak a bioszintézis, míg a piros nyilak a lebontás, valamint a visszaalakítás útvonalait 

jelölik, piros keretben az ezekben részt vevő enzimeket kódoló gének nevei. Használt 

rövidítések: At: Arabidopsis thaliana, AtNATA1: N-acetyltransferase activity 1; AtADC: 

arginin-dekarboxiláz; AtAIH: agmatin-iminohidroláz; AtNLP1: N-karbamoilputreszcin-

amidohidroláz; AtARGAH: arginin-amidohidroláz; SAM: S-adenozil-metionin; AtSAMDC: 

SAM-dekarboxiláz; dcSAM: dekarboxilált SAM; AtSPDS: spermidin-szintáz; AtSPMS: 

spermin-szintáz; AtACL5: acaulis 5 (termospermin-szintáz); AtPAO: poliamin-oxidáz; 

AtCuAO: réztartalmú amin-oxidáz 

 

2.2.3 A poliaminok metabolizmusának szerepe a növényi regenerációs folyamatokban 

Bár a poliaminok szabályozó szerepét közvetett organogenezis során már sok 

tanulmányban vizsgálták, a hajtásmerisztémák közvetlen kialakulásának folyamatában még 

kevésbé tanulmányozták. Direkt organogenezis során az ADC és SAMDC gének kismértékű 

expresszió fokozódását írták le lúdfűben (Rosspopoff és mtsai., 2017). Indirekt organogenezis 
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során már nagyobb irodalom áll rendelkezésünkre. A poliaminok részvételét az indirekt 

organogenezis során a hajtás-, illetve a gyökérképződésben leírták már többek között 

kurkumában, csuporkában, cédrusban, tormában és lúdfűben is (Curtis és mtsai., 2004; Hu és 

mtsai., 2006; Baron és Stasolla, 2008; Viu és mtsai., 2009; Park és mtsai., 2012; Aragão és 

mtsai., 2016;). Lúdfűben az AtADC mutációja gyökérfejlődési rendellenességet és kisebb 

mértékű virágzást eredményezett (Baron és Stasolla, 2008). Ugyanakkor SAMDC túltermelő 

növényekben fokozott, amíg alultermelő növényekben csökkent hajtásmerisztéma képződés 

volt megfigyelhető (Hu és mtsai., 2006). A poliaminok lebontása, illetva az azt katalizáló 

enzimek szintén hatással lehetnek a kallusz, a gyökér, illetve a hajtás kialakulására indirekt 

organogenezis alatt. Gyapotban (Gossypium hirsutum, Gh) a GhPAO1 és GhPAO4 gének 

transzkript szintjének emelkedése fokozott H2O2 produkcióval járt az embriogén kallusz 

képződése során (Cheng és mtsai., 2015). Ugyanakkor lúdfűben indirekt organogenezis alatt a 

PAO5 túltermelő növényekben csökkent a Spd szintje és a regeneráció hatékonysága (Lim és 

mtsai., 2006).  

 

2.2.4 A poliaminok és a növényi hormonok kölcsönhatása 

A PA-k szinergista és antagonista módon is kölcsönhathatnak a növényi hormonokkal, ezáltal 

befolyásolva a növények növekedési és fejlődési válaszait, valamint a különböző 

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

Bár a poliaminok kölcsönhatását egyéb hormonokkal már számos folyamatban leírták, 

molekuláris szinten ezeket a kölcsönhatásokat ezideáig még nem tanulmányozták (Tyagi és 

mtsai., 2022).  

A PA-k egyéb hormonokkal való interakcióit leginkább poliamin metabolizmusban 

módosított transzgenikus növények [35S::AtSPMS-9, 35S::AtADC2, 35S::AtSAMDC1, és 

spms-2, (bushy and dwarf 2) bud2/samdc4] segítségével, azok transzkriptomikai elemzéseivel 

vizsgálták. A 35S::AtSPMS-9, valamint a 35S::AtSAMDC1 növényekben a Spm szint nő, amíg 

az spms-2, T-DNS inszerciós mutánsban csökken a vad típushoz képest, azonban a Put és Spd 

szint változatlan marad. Az ADC2 túltermelő növényekben (35S::AtADC2) a Put szint 

emelkedése figyelhető meg, a Spd és Spm szint jelentős változása nélkül. A SAMDC 

nélkülözhetetlen a növények fejlődéséhez és morfogeneziséhez. samdc1 bud2/samdc4 dupla 

mutáns esetében az embrió életképtelen, míg a bud2/samdc4 szimpla mutáns bokros törpe 

fenotípust ad. A bud2/samdc4 mutánsban a Put szint növekedése mellett a Spd és Spm szint 
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csökken. (Alcázar és mtsai., 2005; Ge és mtsai., 2006; Gonzalez és mtsai., 2011; Marco és 

mtsai., 2011; Anwar és mtsai., 2015). Mindemellett a samdc4/bud2 mutáns hiposzenzitív 

auxinra és hiperszenzitív citokininre, ami alapján arra lehet következtetni, hogy a poliaminok 

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

2.2.4.1 A poliaminok és az auxin kölcsönhatása 

Az auxinok fontos szerepet játszanak a növények növekedési és fejlődési folyamataiban. 

Koncentrációjuk és eloszlásuk a szövetekben több szinten szabályozott, ezek a bioszintézis, a 

konjugáció, a módosítás, a transzport és a lebontás.  

Az auxin hatással lehet a belső PA szintekre, a SAMDC, PAO és az ACL5 gének 

expressziójának szabályozása révén (Cui és mtsai., 2010), de maguk a poliaminok is 

kölcsönhathatnak az auxinnal (Hausman és mtsai., 1995). A kapcsolatukról rendelkezésre álló 

információkat az 5. ábra foglalja össze. Kölcsönhatásuk tisztázásához PA metabolizmusban 

módosított transzgénikus növényeket használtak. Megfigyelték, hogy az SPMS túlműködése az 

indolpiroszőlősavból indol-3-ecetsav (IES) bioszintézisét végző YUCCA (YUC) gének 

expressziós mintázatának változását okozta: a YUC1 és a YUC10 expresszióját csökkentette, a 

YUC5 és a YUC8 expresszióját viszont növelte (Gonzalez és mtsai., 2011).  

A poliaminok feltehetően hatással vannak az auxin transzportjára is, azonban ez még nem 

bizonyított. 35S::AtSAMDC1 és az 35S::AtSPMS-9 túltermelő növényekben a P-glycoprotein 

10, a PIN5 auxin efflux és a LIKE AUX1 3 auxin influx karrier, míg spms-2 mutánsokban a 

Spm szintjének csökkenése következtében a PIN1, PIN7 és ATP-binding cassette B4 (ABCB4) 

efflux karrierek kifejeződése csökkent. Ugyanakkor az ADC2 túlműködése az ABCB4 

expressziójának növekedését eredményezte. Mindemellett a SPMS emelkedett expressziója 

(35S::AtSPMPS-9) miatti Spm szint növekedés az ACL5 gén expresszióját növelte (Gonzalez 

és mtsai., 2011; Anwar és mtsai., 2015). A T-Spm gátolja a xilem differenciálódását, 

ugyanakkor elősegíti a szár megnyúlását (Kakehi és mtsai., 2010; Takano és mtsai., 2012; 

Alabdallah és mtsai., 2017; Miyamoto és mtsai., 2019). Mindemellett, a T-Spm gátolja az auxin 

szintézisben, transzportban, illetve jelátvitelben szerepet játszó géneknek az expresszióját 

(Yoshimoto és mtsai., 2016). 

A 35S::AtSPMS-9 levelekben megnövekedett Spd szint a korai auxin válasz Small auxin-up 

RNA (SAUR) géncsalád számos tagjának expresszióját csökkentette (Gonzalez és mtsai., 

2011). A Put aminosavakkal való konjugációját a GH3 enzim család tagjai közül GH3.4, 

GH3.6, GH3.17 míg a Spm aminosavakkal való konjugációját a GH3.3, GH3.5 és az IES 

metilációját végző INDOL-3-ACETIC ACID CARBOXYLMETHYLTRANSFERASE 1 (IAMT1) 
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által kódolt karboxi metiltranszferáz enzim végzi. A GH3 és az ITAM1 az auxin homeosztázist 

szabályozzák az IES aminosavakkal történő konjugációja vagy IES-konjugátum szintézise, 

illetve az IES inaktiválása révén (Li és mtsai., 2008; Ludwig-Müller, 2011). 

 

5. ábra: A poliaminok és az auxin kölcsönhatása  

Az ábrán a zöld nyilak indukciót, a piros jelek gátlást, a narancssárga vonalak indukció vagy 

gátlás szempontjából nem meghatározott kapcsolatot jelentenek. Használt rövidítések: At: 

Arabidopsis thaliana, AtADC: arginin-dekarboxiláz; AtAIH: agmatin-iminohidroláz; AtNLP1: 

N-karbamoilputreszcin-amidohidroláz; AtSPDS: spermidin-szintáz; AtACL5: acaulis 5 

(termospermin-szintáz); SAM: S-adenozil-metionin; AtSAMDC: SAM-dekarboxiláz; dcSAM: 

dekarboxilált SAM; AtSPMS: spermin-szintáz; AtPAO: poliamin-oxidáz; AtCuAO: réztartalmú 

amin-oxidáz; 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-Müller, 2011; Anwar és mtsai., 2015; 

Yoshimoto és mtsai., 2016 alapján. Bővebb magyarázat a szövegben. 

 

2.2.4.2 A poliaminok és citokinin kölcsönhatása 

Az AtADC2, AtSPMS-9 és AtSAMDC1 túltermelése az 35S::AtSPMS-9, 35S::AtADC2, 

35S::AtSAMDC1 vonalakban nem befolyásolta a CK bioszintézisét, azonban 35S::AtSPMS-
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9-vonalakban a CK-ek inaktivációját végző CITOKININ OXIDÁZ 1 (CKX1) és CKX6, míg 

35S::AtSAMDC1-vonalakban a CKX1 kifejeződését emelte meg (Alcázar és mtsai., 2005; 

Gonzalez és mtsai., 2011) (6. ábra). Az ADC2 túlműködése a CKX transzkripcióra nem volt 

hatással.  

Ez alapján feltételezhető, hogy a poliaminok a CK homeosztázisban, azon belül is 

leginkább a lebontás szabályozásában játszanak szerepet (Alcázar és mtsai., 2005; Anwar és 

mtsai., 2015). Ugyanakkor a citokininek növelik az ADC és a PAO aktivitását, ami által pedig 

növelik a Put és csökkentik a Spd, illetve a Spm akkumulációját. A megnövekedett Put szint 

feltehetően nem befolyásolja a CK bioszintézist és jelátvitelt. A Spd és a Spm is fokozza a CK-

ek lebontását, viszont a Spd gátolja, míg a Spm fokozza a CK jelátvitelben résztvevő gének 

kifejeződését. (Anwar és mtsai., 2015) (6. ábra).  

35S::AtSPMPS-9 Arabidopsis levelekben csökkent a CYTOKININ RESPONSE 

FACTOR 8 (CRF8), míg nőtt az B-típusú (pozitív) CK válaszregulátorok, B-ARR1 és az A-

típusú (negatív) CK válaszregulátorok, ARR3, ARR5 és ARR7 expressziója. Külső Spm kezelés 

szintén növelte az ARR5 expresszióját (Gonzalez és mtsai., 2011; Anwar és mtsai., 2015). A 

bud2/samdc4 mutáns hiperszenzitív CK-re, a megváltozott auxin bioszintézis mellett a mutáció 

az A-ARR-ek kifejeződését is befolyásolja (ARR5, ARR6 és ARR15) (Cui és mtsai., 2010) (6. 

ábra). 

A poliaminok szintézisén túl azok visszaalakítása is hatással lehet a citokinin szintekre, 

ezáltal befolyásolva a növények növekedési és fejlődési folyamatait. Az AtPAO5 a T-Spm/Spd 

homeosztázis szabályozásán keresztül befolyásolja az auxin-citokinin jelátvitelt és ezen 

keresztül szabályozza a xilem differenciációját (Kim és mtsai., 2014; Alabdallah és mtsai., 

2017). 
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6. ábra: A poliaminok és a citokinin kölcsönhatása 

Az ábrán a zöld nyilak indukciót/aktivációt, a piros jelek gátlást, a narancssárga vonalak 

indukció vagy gátlás szempontjából nem meghatározott kapcsolatot jelentenek. Használt 

rövidítések: At: Arabidopsis thaliana, AtADC: arginin-dekarboxiláz; AtAIH: agmatin-

iminohidroláz; AtNLP1: N-karbamoilputreszcin-amidohidroláz; AtSPDS: spermidin-szintáz; 

AtACL5: acaulis 5 (termospermin-szintáz); SAM: S-adenozil-metionin; AtSAMDC: SAM-

dekarboxiláz; dcSAM: dekarboxilált SAM; AtSPMS: spermin-szintáz; AtPAO: poliamin-

oxidáz; AtCuAO: réztartalmú amin-oxidáz; CKX: citokinin oxidáz; ARR: válaszregulátor; 

CRF8: cytokinin response factor 8; Alcázar 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 alapján. Bővebb magyarázat a szövegben. 

 

2.3 Nitrogén-monoxid 

A nitrogén-monoxid szerepének tanulmányozása az 1980-as évekre nyúlik vissza. Ekkor 

kimutatták, hogy a simaizomsejtek acetilkolin által kiváltott relaxációja függ az endotéliális 

sejtek jelenlététől. Ezek a sejtek egy nagyon labilis természetű, gáz halmazállapotú kémiai jelet 

bocsátanak ki, ami nem más, mint nitrogén-monoxid (NO) (Ignarro és mtsai., 1987; Palmer és 

mtsai., 1987; Furchgott, 1988). Innentől aktív kutatások kezdődtek a NO szintézisével, 

szerepeivel és jelátvitelével kapcsolatban, különösen emlősökben és emberben. Kimutatták 
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szerepét a neurotranszmisszió, a különböző immunológiai és gyulladásos folyamatok, valamint 

a vérnyomás szabályozásában (Bredt és Snyder, 1992; Kolbert és mtsai., 2019). A Science folyóirat 

a NO-t az év molekulájának nevezte 1992-ben és felfedezéséért, valamint érrendszerben 

betöltött szerepének tisztázásáért orvosi Nobel díjat adományoztak 1998-ban (Howlett, 1998). 

Növényekben kezdetben úgy gondolták, hogy a NO, mint külső légszennyező van hatással. Azt, 

hogy a növények is képesek az előállítására közel 45 évvel ezelőtt Klepper írta le elsőként 

(Klepper, 1974, 1979), azóta pedig növényekben is megindult a molekula szerepének, 

szintézisének intenzív tanulmányozása a különböző növekedési, fejlődési és stresszfolyamatok 

során. 

A NO színtelen, gáz halmazállapotú, kétatomos szabadgyök, mely kis koncentrációban 

fontos szerepet tölt be a jelátviteli folyamatokban, nagy koncentrációban azonban sejtkárosító 

hatású. Kisméretű, így könnyen átjut a plazmamembránokon. Az átlagos féléletideje rövid, 

mindössze 2-30 s (Habib és Ali, 2011), viszont kis koncentrációban ez jelentősen 

megnövekedhet (Stohr, 2002).  

A NO növényekben betöltött szerepét, forrásait, funkcióit, molekuláris mechanizmusait, 

jelátviteli útvonalait és hatásait az elmúlt évtizedekben széles körben tanulmányozták 

(Delledonne és mtsai., 1998; Wendehenne és mtsai., 2004; Yu és mtsai., 2014; Sanz és mtsai., 

2015; Astier és mtsai., 2018; Kolbert és mtsai., 2019). 

Kimutatták, hogy fontos szerepet játszik számos fiziológiai folyamatban, hatással van a 

növények növekedésére és fejlődésére, jelátviteli molekulaként befolyásolja számos hormon, 

így többek között az auxinok és a citokininek szerepét, fontos szerepet játszik a növényi 

immunválaszokban, valamint a különböző abiotikus és biotikus stresszválaszokban 

(Delledonne és mtsai., 1998; Pagnussat és mtsai., 2002; Ötvös 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 

Állatokban a nitrogén-monoxid-szintáz (NOS) enzim katalizálja az L-arginin kétlépéses 

oxidációját L-citrulinná, majd nitrogén oxiddá (Forstermann és Sessa, 2012). Növényekben 

keletkezése összetettebb folyamat, erre vonatkozóan több útvonalat is leírtak. Növényekben 

NO keletkezhet reduktív és oxidatív úton. A reduktív útvonalon a NO a nitritből keletkezik a 

nitrát reduktáz (NR) enzim nitrit aktivitása (Ni-NR aktivitás) által. A NR fő feladata a nitrát 

átalakítása nitritté, azonban NADH jelenlétében képes a nitritet is átalakítani nitrogén-
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monoxiddá. Az össz enzim aktivitásának ez mindössze 1%-a, de indukálható pl. savas pH-n 

(Meyer és mtsai., 2005; Rockel és mtsai., 2002). Lúdfű genomban 2 NR izoenzimet kódoló 

gént azonosítottak: a NITRATE REDUCTASE 1 (AtNIA1) és a NITRATE REDUCTASE 2 

(AtNIA2). Az enzim NO szintézisben betöltött szerepét szimpla nia1, nia2 és nia1/nia2 dupla 

mutáns lúdfű növényekkel végzett kísérletekkel igazolták (Desikan és mtsai., 2002). 

A nitrit redukálódhat nitrogén-monoxiddá a mitokondriális elektrontranszportlánc 

közreműködésével is (Gupta és mtsai., 2011a). Ha magas a nitrit koncentráció és alacsony a 

pH, akkor a redukció megtörténhet nem enzimatikus folyamatok, pl. a karotinoidok 

közreműködésének az eredményeképpen is (Bethke és mtsai., 2004; Crawford, 2006). A xantin 

dehidrogenáz szintén redukálhatja a nitritet NO-dá. A folyamat a peroxiszómában történik, 

NADH vagy xantin jelenlétében, anaerob körülmények mellett (Harrison, 2004). Mindezek 

mellett a hidroxil-amin, illetve a szalicil-hidroxamát is lehet kiindulási vegyülete a NO reduktív 

úton történő keletkezésének (Hasanuzzaman és mtsai., 2018).  

A NO oxidatív úton többek között az L-arginin függő útvonalon keletkezhet. Ez az 

útvonal NADPH-t használ, viszont az enzimet és a mechanizmust, ami ezt az útvonalat 

szabályozza, még nem sikerült teljes mértékben azonosítani (Hasanuzzaman és mtsai., 2018). 

A Spd és a Spm növényekben szintén okozhat NO képződést, bár ennek pontos mechanizmusa 

nem ismert, a hatás gyors megjelenése alapján közvetlen kapcsolat feltételezhető közöttük 

(Gupta és mtsai., 2011a). Nemcsak a poliaminok, hanem azok lebontása a különböző 

aminoxidázok által is hozzájárulhat közvetlenül vagy közvetve a NO keletkezéséhez, de a 

mechanizmus, ami által ez történik, még szintén nem tisztázott (Tun és mtsai., 2006; 

Procházková és mtsai., 2014; Wimalasekera és mtsai., 2011; Benkő és mtsai., 2020).  

Mint minden jelmolekulánál, így a NO-nál is fontos, hogy szintje szabályozott legyen, 

azaz, ha magas a koncentrációja, aktiválódjanak azok a folyamatok, amelyek a lebontását 

lehetővé teszik. Ezek a folyamatok magukba foglalják a NO oxigénnel történő reakcióját, 

melynek eredményeképpen nitrit és nitrát keletkezik. A reaktív oxigénformák szintén 

csökkenthetik a NO mennyiségét, ilyen pl a szuperoxid gyökanion, melynek NO-dal való 

reakciója peroxinitritet eredményez (Alamillo és García-Olmedo, 2001).  

Ennél jóval szelektívebb enzimatikus szabályozást tesz lehetővé a S-nitrozoglutation-

reduktáz (GSNOR) (Malik és mtsai., 2011). A NO és a redukált glutation (GSH) reakciója által 

S-nitrozoglutation (GSNO) keletkezik, ami a növényi sejtek mobilis NO raktára. A GSNO-t az 

GSNOR NADPH jelenlétében oxidált glutationná (GSSG) és ammóniává alakítja, ezáltal 
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csökkentve a GSNO és így a raktározott NO szintjét (Corpas és Barroso, 2013). Az enzimet 

lúdfűben egy gén, az AtGSNOR1 kódolja (Xu és mtsai., 2013). 

Mindemellett a NO képes reakcióba lépni a növényekben található nem szimbiotikus 

hemoglobinokkal is, mely reakció során nitrát keletkezik (Hebelstrup és mtsai., 2013). Az 

irodalom alapján ez a reakció főleg anoxia és hipoxia során játszik fontos szerepet (Dordas és 

mtsai., 2003; Hebelstrup és mtsai., 2013). A növényi hemoglobinokat 20 évvel ezelőtt fedezték 

fel. Fontos szerepet játszanak az oxigén szállításában és a NO kioltásában. 3 osztályuk 

különíthető el. Az első és a második osztályba tartozó hemoglobinok struktúrája hasonló az 

állati mioglobinokhoz, illetve az emberi globinokhoz, amíg a harmadik osztályba tartozó 

hemoglobinok a prokarióták globinjához mutatnak nagyobb hasonlóságot. Mindemellett az első 

és második osztályba tartozó hemoglobinok erősen, amíg a harmadik osztályba tartozók 

gyengén kötik az oxigént (Wang és mtsai., 2011). Számos tanulmány mutatja, hogy az egyes 

hemoglobinok szintjében bekövetkező változások jelentősen befolyásolják a növények 

fejlődési és morfogén folyamatait (Kolbert és mtsai., 2019; Mira és mtsai., 2015). Az 

Arabidopsis genom három hemoglobin gént tartalmaz [HEMOGLOBIN 1 (GLB1), GLB2 és 

GLB3]. Az általuk kódol fehérjék eltérő osztályokba tartoznak és különböző feladatokkal 

rendelkeznek (Gupta és mtsai., 2011b). Mind a GLB1, mind a GLB2 képes csökkenteni az 

endogén NO szintjét, a GLB1-nek azonban nagyobb affinitása van NO iránt, ezért erősebb 

kioltónak számít (Wang és mtsai., 2011). 

 

2.3.2 A NO szerepe a fejlődési és regenerációs folyamatokban 

A NO szerepét a növények növekedési és fejlődési folyamataiban már széles körben 

tanulmányozták. Növekedésre kifejtett hatását elsőként kicsit több mint 30 évvel ezelőtt írták 

le. Az öregedés során alacsony koncentrációban csökkenti az etilén mennyiségét, ezáltal 

lassítva a folyamatot (Leshem és Haramaty, 1996). Ennek a megfigyelésnek gazdasági 

jelentősége is van, hiszen lehetővé teheti a növények betakarítás utáni kezelése által az öregedés 

késleltetését (Kolbert és mtsai., 2019). A NO növekedésre gyakorolt hatását kimutatták többek 

között a gyökér megnyúlása, illetve a hipokotil növekedése során is (Gouvêa és mtsai., 1997, 

Beligni és Lamattina, 2000).  

A fejlődési folyamatokon belül szerepet játszik a fotomorfogenezis, a virágképződés, a 

magnyugalom, a gravitropizmus, illetve a xilém differenciáció szabályozásában is (Lamattina 

és mtsai., 2003; He és mtsai., 2004; Gabaldón és mtsai., 2005; Hu és mtsai., 2005; Bethke és 

mtsai., 2006). A regenerációs folyamatokon belül szerepét leírták az embriogenezis és az 
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indirekt organogenezis szabályozásában is (Pagnussat és mtsai., 2002; Correa-Aragunde és 

mtsai., 2004; Ötvös és mtsai., 2005). A gyökérfejlődést több ponton is szabályozza, részt vesz 

az oldalgyökerek, a járulékos gyökerek és a gyökérszőrök kialakulásában is (Del Castello és 

mtsai., 2019). A gyökérfejlődés, illetve a hajtásregeneráció során az auxin jelátvitelen keresztül 

befolyásolja a sejtosztódási folyamatokat (Pagnussat és mtsai., 2002; Correa-Aragunde és 

mtsai., 2004; Shen és mtsai., 2013). Hatása azonban ezekben a folyamatokban is 

koncentrációfüggő. Auxinnal együtt alkalmazva, megfelelő koncentrációban a NO a 

sejtosztódások indukálásával pozitív hatással lehet az embriogén sejtek képződésére (Ötvös és 

mtsai., 2005).  Magas koncentrációban azonban a NO csökkenti az auxin transzportot és az 

auxin választ, amin keresztül negatívan befolyásolja a merisztéma sejtek osztódását és ezáltal 

a merisztéma méretét és fenntartását (Fernández-Marcos és mtsai., 2011).  

A NO nemcsak az auxin, de a citokinin jelátvitelben is rész vehet. Utánozhatja a 

citokininek hatását, ugyanakkor a NO szintézis gátlása gátolhatja a CK hatását (Romanov és 

mtsai., 2008). Mindemellett a citokininek is hatással lehetnek a NO keletkezésére. Kimutatták, 

hogy a NO a kalluszképzésben és a hajtásmerisztéma fenntartásában a CK jelátvitel útvonal 

részeként az Arabidopsis CYCLIN D3;1 indukálásán keresztül szabályozza a sejtosztódási 

folyamatokat (Shen és mtsai., 2013). 

Auxin, illetve CK jelátvitelre kifejtett hatását alátámasztja, hogy a külső NO 

befolyásolhat CK és auxin-függő folyamatokat is. A CK függő hajtásregenerációt befolyásoló 

hatását leírták már többek között vaníliában (Tan és mtsai., 2013) és tátikában (Zafarghandi és 

Rahmati-Joneidabad, 2020), míg azt, hogy hatással van az auxin-függő gyökérregenerációra, 

kígyóuborkában és paradicsomban (Pagnussat és mtsai., 2002; Correa-Aragunde és mtsai., 

2004). 

A hemoglobinok szintén fontos szerepet játszanak a növények növekedési és fejlődési 

folyamataiban.  In vitro embriogenezis alatt fontos szerepet játszanak a sejtsors 

meghatározásában. A NO szintek módosításával befolyásolhatják az auxin jelátvitelt és így az 

embriogenezist (Mira és mtsai., 2015 és referenciák ezen belül). Lúdfűben a GLB2 elnyomása 

miatti NO emelkedés serkenti az auxin termelést a MYC2 transzkripciós faktor, az auxin 

bioszintézis gátlójának leszabályozása réven. Az auxin szint mellett a MYC2 számos más 

növekedésszabályozó, köztük a jázmonsav, a szalicilsav, a gibberellinsav és az abszcizinsav 

jelátvitelében is részt vesz. Szomatikus embriogenezis alatt a jázmonsav GLB2/NO függő 

módon gátolja a MYC2-t, mely auxin felhalmozódáshoz vezet, ami kedvez az embrió 

képződésnek (Elhiti és mtsai., 2013; Huang és mtsai., 2014; Mira és mtsai., 2016). Lúdfűben 
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külső NO kezelés hatására vagy glb1 mutánsban a megnövekedett NO szint fokozza az etilén 

bioszintézis gének, az 1-AMINOCIKLOPROPÁN-1-KARBONSAV (ACC) SZINTÁZ (ACS) és 

ACC OXIDÁZ (ACO) expresszióját, a megnövekedett etilén szint pedig gátolja az auxin 

bioszintézist és ezen keresztül az embrió keletkezést. Ugyanakkor az etilén szintézis gátlása 

számos auxin bioszintézis gén expresszióját növeli, ami kedvez az auxin felhalmozódásnak az 

explantum azon oldalán, ahol embriók keletkeznek. Összegezve, glb1 mutánsban a magas NO 

szint növeli az etilén szintet, ami gátolja az auxin keletkezését és ily módon az embrió képződést 

lúdfűben (Mira és mtsai., 2015) (7. ábra).  

A hemoglobinok a CK érzékenység befolyásolásával hatással lehetnek az indirekt 

hajtásregenerációra. Lúdfűben mind az AtGLB1 (35S::GLB1), mind pedig az AtGLB2 

(35S::GLB2) gén túltermelése növeli a CK érzékenységet a B-ARR válaszregulátor gének 

expressziójának (ARR2, ARR12 és ARR13) növelésén és az A-ARR-ek (ARR4, ARR5, ARR7, 

ARR15 és ARR16) kifjeződésének gátlásán keresztül, ami több hajtás kialakulását eredményezi 

in vitro indirekt hajtásképződés során (7. ábra). Érdekes módon a két gén elcsendesítése során 

csak az AtGLB2 elcsendesítése csökkenti a kialakult hajtásmerisztémák számát. Az AtGLB1 

elcsendesítése a kontrollhoz hasonló számú hajtás megjelenését eredményezi (Wang és mtsai., 

2011). 

 

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

Az ábrán a zöld nyilak indukciót/aktivációt, a piros jelek gátlást jelentenek. A) A NO és a 

hemoglobinok kapcsolata a citokininnel, B) A NO és a hemoglobinok kapcsolata az auxinnal 

Használt rövidítések: ARR: válaszregulátor; CK: citokinin; ACO: ACC oxidáz; ACS: ACC 

szintáz; Wang és mtsai., 2011; Shen és mtsai., 2013; Elhiti és mtsai., 2013; Huang és mtsai., 

2014; Mira és mtsai., 2015; Mira és mtsai., 2016 alapján; Bővebb magyarázat a szövegben. 
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3. CÉLKITŰZÉSEK 

Miután a poliaminok, a poliamin oxidáz, a nitrogén-monoxid és a hemoglobinok is hatással 

lehetnek a citokinin érzékenységre, munkám során ezek hatását vizsgáltam egy erősen 

citokinin-függő folyamat, az oldalgyökér primordiumok hajtásmerisztémává történő direkt 

átalakulása során Arabidopsis thaliana növényben. 

Kutatásaim során az alábbi kérdésekre kerestem a választ: 

- Van-e szerepe a PA-oknak a CK-indukált hajtásmerisztéma kialakulásban? 

- Változik-e a PA-k szintézisében és lebontásában szerepet játszó gének expressziója a OGYP-

HM konverzió során? 

- Amennyiben a PA-k lebontása hatással van a hajtásmerisztémák kialakulására, akkor az 

miként valósul meg? 

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

hajtásmerisztéma képződés folyamatában? Kapcsolódik-e ez a hatás a poliaminokhoz? 
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4. ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK 

4.1 A kísérleti növény bemutatása, in vitro szövettenyészet 

4.1.1 A kísérleti növény és növényi vonalak 

Kísérleteinkhez Arabidopsis thaliana (L.) vad típusú (Columbia ökotípus, Col-0), 

továbbá AtPAO2 (35S::PAO2) és AtPAO5 (35S::PAO5) transzgenikus vonalakat és pao5-2 T-

DNS inszerciós mutánst (SALK_053110, Alonso et al., 2003) használtunk (Ahou és mtsai., 

2014; Alabdallah és mtsai., 2017; Fincato és mtsai., 2011; Kim és mtsai., 2014). 

4.1.2. A növények előkészítése, nevelése, az in vitro gyökér alapú regenerációs rendszer 

bemutatása 

Első lépésként a magokat 70%-os etanol és 4%-os nátrium-hipoklorit oldat (4,5% aktív 

klór tartalmú Domestos) felhasználásával sterilizáltuk, majd steril vízzel mostuk azokat, öt 

alkalommal 1-1 percig. 

Az in vitro gyökér alapú regenerációs rendszer felállítása Rosspopoff és munkatársai 

(2017) munkája alapján, annak kis módosításával történt. 

A sterilizált magokat, négyzet alakú műanyag Petri-csészékben, szilárd táptalajon steril 

körülmények között csíráztattuk, 1% D(+)-szacharózt (Molar Chemicals KFT, Halásztelek, 

Magyarország), 0,6% agarózt (Electran, DNA pure grade for electrophoresis; VWR 

International LLC, Radnor, Pennsylvania, Egyesült Államok), és 0,5 g/l 2-(N-Morpholino)-

etán-szulfonsav (MES) monohidrátot (Duchefa Biochemie B.V., Haarlem, Hollandia) 

tartalmazó Gamborg B5 vitaminokkal kiegészített MS (Murashige és Skoog Medium including 

B5 vitamins, Duchefa Biochemie) táptalajon (pH=5,8). A táptalajban 1,25 μM 2,3,5-trijód-

benzoesav (TIBA) (Fluka Chemie GmbH, Buchs, Svájc) alkalmazása biztosította a magok 

csírázásának szinkronizációját. 21 °C hőmérsékletű növénynevelő kamrában (Fitoclima S 600 

PLH, Aralab, Portugal), 8 h fény/16 h sötétperiódus és 50 µmol m-2 s-1 fényintenzitás mellett, 

melyet Sylvania Luxline Plus (Feilo Sylvania Europe Limited, London, Egyesült Királyság) 

fénycsövek biztosítottak, a lemezeket vertikálisan tartva a növényeket 6 napig neveltük. 

6 nap elteltével a csíranövényeket 43 órán keresztül naftilecetsavval (NES; 3,3 µM) 

(Duchefa Biochemie) kezeltük, annak érdekében, hogy indukáljuk az oldalgyökér 

primordiumok megjelenését. Következő lépésben a csíranövényeket citokinin tartalmú 

táptalajra helyeztük (MS Medium including B5 vitamins, 0,5 g/l MES monohidrát, 2% D(+)-
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glükóz (Molar Chemicals), 0,6% agaróz, 8,16 μM 6-(γ,γ-Dimethylallylamino)purine [N6-(2- 

izopentenil)adenin, 2iP] (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Egyesült Államok) (pH=5,8)), 

ahol megindult a kompetens oldalgyökér primordiumok funkcionális hajtásmerisztémává 

történő átalakulása. A növények nevelése a kísérletek teljes időtartama alatt a csíráztatással 

megegyező hőmérsékleti és fényviszonyok mellett történt.  

 

4.2 Külső kezelések és mintavétel 

A külső poliamin, valamint H2O2 kezelések esetén törzsoldatot készítettünk, amihez a 

spermidint, spermint, termospermint feloldottuk és 22 μm pórusátmérőjű szűrő (Merck 

Millipore; Millex®-GV Filter, 0,22 µm; Burlington, MA, USA) segítségével sterilen átszűrtük, 

a H2O2- t Milli-Q® vízben higítottuk, majd ezeket 100 µM-os végkoncentrációban a táptalajhoz 

adtuk. A külső NO kezeléshez, NO donorként S-nitrozoglutationt (GSNO) használtunk. Az 

előzőekben leírtak szerint a GSNO-ból tözsoldatot készítettünk. A törzsoldatot sötétben, 

fagyasztva tároltuk. A kezelés során a törzsoldatból 10 µM végkoncentrációjú oldatot 

készítettünk, majd ezt sterilen szűrtük és a növények gyökerére csepegtettük.  

A külső kezelések minden esetben a citokinin indukcióval egy időben történtek. 

Mintát a citokinin indukciót követő 4 időpontban vettünk: 24 óra (mitótikus osztódási 

szünet), 48 óra (szervkezdemények megjelenése), 72 óra (korai promerisztéma kialakulása) és 

96 óra (késői promerisztéma kialakulása) elteltével.  

Génexpressziós vizsgálatokhoz és a poliamin tartalom meghatározásához mintákat a 

csíranövények gyökeréből vettünk, amíg a ROF és a NO szintjének meghatározásához teljes 

csíranövényeket használtunk. A kísérleteket 3 biológiai ismétlésben végeztük el, biológiai 

ismétlésenként a génexpressziós vizsgálatokhoz 3, az alkalmazott festési technikák, valamint a 

regenerációs hatákonyság meghatározásához legalább 20 technikai ismétlést alkalmazva.  

Kontrollként a csíráztató táptalajon levő, hatnapos csíranövények gyökerét vagy 

külsőleg alkalmazott kezelések esetén, a CK táptalajon levő, vad típusú Col-0 növényeket 

használtuk. Génexpressziós vizsgálatok esetén kontrollként a vad típusú Col-0 hatnapos 

csíranövények gyökerét használtuk.   
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4.3 A kísérleti rendszer bemutatása 

A gyökér alapú direkt-úton történő hajtás regenerációs rendszerekben magas citokinin 

koncentrációt alkalmazva organogén eredetű hajtások jönnek létre direkt úton az odalgyökér 

primordiumok transzdifferenciációjával, azok fejlődésének egy meghatározott stádiumában. 

(Chatfield és mtsai., 2013; Kareem és mtsai., 2016). Miután, ahogy korábban is leírtam, a 

leghatékonyabb ilyen típusú rendszert Rosspopoff és munkatársai (2017) dolgozták ki, 

munkánk során mi is ezt a rendszert használtuk, kisebb mértékű módosításokkal. Ilyen 

módosítás volt az, hogy gyökér explantumok helyett teljes csíranövényeket használtunk, ezáltal 

elkerülva a sebzés által okozott hatásokat. 

A 6 napos csíráztatást követően a csíranövényeket magas auxin tartalmú táptalajra 

helyeztük, mely indukálta az oldalgyökér primordiumok (OGYP) kialakulását. A 43 órás auxin 

indukció biztosította, hogy az OGYP-ok a megfelelő fejlődési stádiumba kerüljenek, azaz 

kompetenssé váljanak a konverzióra. A csíranövényeket ezután magas CK tartalmú táptalajra 

helyeztük át. A külsőleg alkalmazott kezelések citokinin indukcióval egy időben történtek. 

Mintákat a teljes növények gyökeréből a CK indukció után 24 órával (mitótikus osztódási 

szünet), 48 órával (szervkezdemények megjelenése), 72 órával (korai hajtáspromerisztéma 

kialakulása) és 96 órával (késői hajtáspromerisztéma kialakulása) vettünk. A kialakult 

regenerátumokat a CK indukciót követő 10. napon számoltuk meg (8. ábra).  

 

8. ábra A kísérleteink során használt rendszer bemutatása 

Használt rövidítések: NES: naftilecetsav; CK: citokinin; 2iP: 6-(γ,γ-Dimethylallylamino)purine 

[N6-(2- izopentenil)adenin]; OGYP: oldalgyökér primordium; Rosspopoff és mtsai. (2017) 

alapján, módosítva 
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4.4 Molekuláris biológiai módszerek 

4.4.1 RNS izolálás 

RNS kivonáshoz Quick-RNA™ Miniprep Plus Kitet (Zymo Research, Irvine, 

Kalifornia, Egyesült Államok) használtunk a gyártó által javasolt protokoll szerint. Az RNS 

mennyiségének meghatározása a 260 nm-en mért optikai denzitás alapján NanoDrop™ 

2000/2000c spektrofotométer segítségével történt. A minták tisztaságára és minőségére az 

OD260/OD280 és az OD260/OD230 arányból következtettünk, illetve gélelektroforézissel 

(1%-os agaróz gélben) ellenőriztük az esetleges degradációt. 

4.4.2 cDNS szintézis 

A tisztított RNS mintákból Revert Aid First Strand cDNA Synthesis Kit (Termo Fisher 

Scientific) reagenseinek alkalmazásával végezük el a komplementer egyszálú DNS (cDNS) 

szintézisét a gyártó utasításai szerint, 20 μl végtérfogatban. A cDNS terméket 1:10 arányban 

hígítottuk nukleázmentes AccuGENE® vízzel (Lonza, Verviers, Belgium). A cDNS 

minőségének ellenőrzését polimeráz láncreakció (PCR) segítségével végeztük el. Kontrollként 

a GLYCERALDEHYDE-3-PHOSPHATE DEHYDROGENASE C-2 gént (AtGAPC-2); 

AT1G13440) használtuk. A PCR reakcióhoz Fermentas DreamTaq™ DNA Polymerase 

enzimet (Thermo Fisher Scientific) használtunk a gyártó által javasolt protokollt követve. 

A használt primerek szekvenciái a következőek voltak: 

AtGAPC-2_F: 5’ ACTTGAAGGGTGGTGCTAAA 3’ 

AtGAPC-2_R: 5’ ACATTCCGGTCAATTTTCCATT 3’ 

4.4.3 Valós idejű kvantitatív polimeráz láncreakció (RT-qPCR) 

A génspecifikus primereket a Primer3 szoftver (Rozen és Skaletsky, 2000) segítségével 

terveztük meg. A használt primerek listáját és szekvenciáját az 1. táblázatban foglaltuk össze. 

A primer szekvenciákat a Primer3 program (https://primer3.ut.ee/) alkalmazásával terveztük 

meg. Dimerizációra való hajlamukat az OligoAnalyzerTM Tool 

(https://eu.idtdna.com/calc/analyzer) segítségével vizsgáltuk.  

A vizsgálni kívánt gének relatív expresszióját RT-qPCR segítségével, a qTOWER 2.0 

(Analytic Jena AG, Life Science, Jéna, Németország), valamint a CFX384 Touch Real-Time 

PCR Detection System (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, Kalifornia, Egyesült Államok) 

készülékekkel végeztük el. Az adatok normalizálásához az UBIQITIN 1 (UBQ1, AT3G52590) 

https://primer3.ut.ee/
https://eu.idtdna.com/calc/analyzer
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illetve a PROTEIN PHOSPHATASE 2A SUBUNIT A3 (PP2A3, AT1G13320) háztartási géneket 

választottuk. A “The Bio-Analytic Resource for Plant Biology” (bar.u-toronto.ca; (Winter és 

mtsai., 2007)) Arabidopsis Regeneration eFP browser alapján ezek a gének konstans módon 

expresszálódnak az Arabidopsis gyökérből történő növényregeneráció során, illetve a növény 

egyéb szerveiben, szöveteiben. A valós idejű PCR során a DNS mennyiségének mérése 

fluoreszcens detektáláson alapul, amihez kísérleteinkben SYBR Green-t, egy, a kettős szálú 

DNS-hez kötődő fluoreszcens festéket használtunk. A reakcióelegy végtérfogata 14 µl, 

valamint 7 µl volt, melyben 2 μl és 1 μl hígított cDNS, 7 μl és 3,5 μl Thermo Scientific TM 

Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2x), 0.42 μl és 0,21 μl “forward” primer, 0.42 

μl és 0,21 μl “reverse” primer volt (az egyes oligonukleotidok 0,33 µM végkoncentrációban 

voltak jelen). A reakció 10 perces 95 °C-os hevítéssel kezdődött, majd 40 ciklus következett az 

alábbi paraméterekkel: 95 °C 15 másodperc, 60 °C 1 perc. Végül hozzáadtuk a disszociációs 

fázist; 95 °C 15 másodperc, 60 °C 15 másodperc, 95 °C 15 másodperc.  

Templátonként és primerenként három technikai ismétlést alkalmaztunk, valamint 

kontrollként ún. “non template control” -t is használtunk. Az adatokat a qPCRsoft (Analytik 

Jena AG), valamint a Bio-Rad CFX Maestro (Bio-Rad) szoftverek segítségével értékeltük ki.  

Az mRNS relatív transzkript szintjét az UBQ1 és a PP2A3 gének átlagához viszonyítva 

kalkuláltuk a 2-ΔΔCt módszer segítségével. A minták mRNS tartalmának meghatározása során 

hatnapos csíranövény mRNS szintjét tekintettük kontrollnak (relatív értéke: 1).  

Primer szekvenciák Gén neve 

(AGI locus kód) 

F: 5' - GAGTCCACAATCTGTTCGGTG - 3' 

R: 5' - GTTGTTGTTGTTCCTCGGCT - 3' 

AtADC1  

(AT2G16500) 

F: 5' - GTGGTGGTTTGGGGATTGAC- 3' 

R: 5' - CGGGAGTTGCTTGATGAACC- 3' 

AtADC2  

(AT4G34710) 

F: 5' - TCCGCTTCACTTCACACCAA - 3' 

R: 5' - GCCGCCGTTATCATCCTCTT- 3' 

AtSPDS1  

(AT1G23820) 

F: 5' - CTGATCCAATCGGTCCAGCA - 3' 

R: 5' - GGAACACTGGTCCAAGCGTA- 3' 

AtSPDS2 

(AT1G70310) 

F: 5' - TTTTCGGAACCTCACCCTCG - 3' 

R: 5' - CTTTCCGTACGTGGCTGACT - 3' 

AtSPMS 

(AT5G53120) 
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F: 5' - CTACCGCCTCCGTCATCATC - 3' 

R: 5' - ACTCTTTACCACCGACACCG- 3' 

AtPAO1 

(AT5G13700) 

F: 5' - AGAGGCTTAGGGTTCCAGTG - 3' 

R: 5' - ATCCAACTCACCATACCGCT- 3' 

AtPAO2 

(AT2G43020) 

F: 5' - GGATGAGCAGGACGAAGACA- 3' 

R: 5' - GATCCCAACACTTTGCCGAG - 3' 

AtPAO3 

(AT3G59050) 

F: 5' - TTCCGCCGCAGTTGGTTA- 3' 

R: 5' - CGCCATCCCTTCTTGCCT- 3' 

AtPAO4 

(AT1G65840) 

F: 5' -TCGGTGGAAGCCCTGTTTAT - 3' 

R: 5' -CGGCGTCGGATTGAGAGAT - 3' 

AtPAO5  

(AT4G29720) 

F: 5’ - CAACACCCTTGACCTTAGCC - 3’ 

R: 5’ - GCTTGTATGAGTTCGCTCCA - 3’ 

AtSAMDC1 

(AT3G02470.1) 

F: 5’ TACTTGATGGGCAATGACGA- 3’ 

R: 5’ -TGTTGGCAGAAGAAGCAGAG - 3’ 

AtSAMDC2 

(AT5G15950.1) 

F: 5’ - CGAGGTATTGGCGTCTGATT- 3’ 

R: 5’ - GGTGAGCAACATTCAACAGTCT- 3’ 

AtSAMDC3 

(AT3G25570.1) 

F: 5’ - CTCTACGACAACGGTCACGA - 3’ 

R: 5’ - CACTTGGACGGAAAACATCA - 3’ 

AtSAMDC4 

(AT5G18930.1) 

F: 5’ - TCCTCCTTCTCCACCAACAC - 3’ 

R: 5’ - AACGATAAACCACCGTCTGC - 3’ 

AtESR1 

(AT1G12980.1) 

F: 5’ - GCTGACTTCCATGTCGAAGGA- 3’ 

R: 5’ - TCTGCTGCATCTTAGCTGAATC - 3’ 

AtESR2 

(AT1G24590) 

F: 5' - ACAAAGGCAAAGGCAACTTC- 3' 

R: 5' - CCACATACATCTCGGTTTCGT- 3' 

AtNIA1  

(AT1G77760) 

F: 5' - GCGTGGTGTCCCTCTCTG- 3' 

R: 5' - TGATGCTCGTTCCGTATTTG- 3' 

AtNIA2  

(AT1G37130) 

F: 5' - AGCCTCACGCAATGTCTGTT- 3' 

R: 5' - TTTCCCTGTTTTCCTCAGTTG- 3' 

AtGLB1  

(AT2G16060) 

F: 5' - TGAAGTCCCTCACAACAATCC- 3' 

R: 5' - TCAGCCACTACCACCTTTCC- 3' 

AtGLB2  

(AT3G10520) 

F: 5' - ACTGATGGCGGTGTTGACTA- 3' AtGSNOR1 

(AT5G43940) 
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R: 5' - TTGGAACGGACGAGTTGATA- 3' 

F: 5’- TTCTCATCCTCTCCTCACAGTTAC- 3’ 

R: 5’- CACCGACGCTCATCATCTCC- 3’ 

AtARR4 

(AT1G10470) 

F: 5’- ATGTCCTGATTCTTTCGGCTTAC- 3’ 

R: 5’- AACCCATCTTTGTCACTCTTG- 3’ 

AtARR5 

(AT3G48100) 

F: 5’- TATGTCACCTAACCTAACTTC- 3’ 

R: 5’- ACCGCCATTGTCAAACTCAGA- 3’ 

AtARR7 

(AT1G19050) 

F:5’-ATCTCCATCATCATCATCAAC-3’ 

R: 5’- ATCTCCATCATCATCATCAAC- 3’ 

AtARR15 

(AT1G74890) 

F:5’-ATCTCTTCCCCATTGCTCTC-3’ 

R: 5’- TCTCTGGTGATGGTATTTATGATG- 3’ 

AtARR16 

(AT2G40670) 

F: 5’ - CGCAAGTGCTATGCTCGTCTT - 3’ 

R: 5’ - GCCTCAACTGGTTGCTGTGA - 3’ 

UBQ1  

(AT3G52590) 

F: 5’ - ATTCCGATAGTCGACCAAGC -3’ 

R: 5’ - AACATCAACATCTGGGTCTTCA - 3’ 

PP2AA3 

(AT1G13320.1) 

1. táblázat: A RT-qPCR során a transzkripciós szintek meghatározásához használt 

primerek. 

 

4.5 Sztereomikroszkóppal végzett vizsgálatok 

A csíranövények gyökerén kialakult hajtások számát Olympus SZX12 

sztereomikroszkóppal (Olympus Corporation, Sindzsuku, Tokió, Japán), fehér LED 

fényforrással (Photonic Optics, Bécs, Ausztria), tízszeres nagyítás mellett határoztuk meg. 

Fotók készítéséhez Olympus Camedia C7070 digitális kamerát (DScaler szoftver (4.1.15 

verzió) használtunk. 

 

4.6 Reaktív oxigén formák és a nitrogén-monoxid detektálása és mennyiségi 

meghatározása fluoreszcens mikroszkóppal 

4.6.1 A reaktív oxigén formák in situ detektálása 

A reaktív oxigén formák kimutatása 2’-7’-diklórdihidrofluoreszcein diacetát 

(H2DCFDA) festék alkalmazásával történt (Benkő és mtsai., 2020; Gémes és mtsai., 2011). A 
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festés során a mintákat 10 µM H2DCFDA oldattal, 15 percig, 37 ⁰C-on, sötétben inkubáltuk, 

majd 20 percen át 4-szer mostuk azokat 2-(N-morfolino)etánszulfonsav/ kálium-klorid 

MES/KCl (10−3 M, pH 6,15) pufferrel. 

A DCFDA (2’,7’-diklórfluoreszcein diacetát) molekula képes a sejtekbe jutni, ahol az 

intracelluláris észterázok általi hidrolizáció révén DCF (2’,7’-diklórfluoreszcein) molekula 

szabadul fel, ami a sejten belül csapdázódik. Hidrogén peroxiddal vagy egyéb peroxidokkal, 

főként hidroperoxidokkal történő reakciója során egy fluoreszcens DCF származék (exc.:480 

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

4.6.2 A nitrogén-monoxid kimutatása 

A nitrogén-monoxid szintek meghatározásához DAF-FM DA (4-amino-5-metilamino-

2’,7’-difluorofluoreszcein diacetát) festéket használtunk. 10 μM DAF-FM DA oldatban 30 

percig szobahőmérsékleten inkubáltuk a növényeket, majd Tris-HCl pufferrel (10 mM, pH 7,4) 

kétszer 5 percig mostuk (Kolbert és mtsai., 2015).  A DAF-FM DA képes a sejtekbe jutni, ahol 

intracelluláris észterázok általi hasítása révén DAF-FM (4-amino-5-metilamino-2’,7’-

difluorfluoreszcein) szabadul fel, ami a sejtben csapdázódik. A DAF-FM fluoreszcencia O2- 

függő, így feltételezhetően a NO oxidációja során keletkező köztitermékek révén, nem 

közvetlenül NO által aktiválódik, azonban a reakció NO hiányában nem megy végbe. Egy 

erősen fluoreszcens termék, triazolofluoreszcein (DAF-FMT) keletkezik, ami fluoreszcens 

mikroszkóppal lokalizálható és monitorozható, a fluoreszcencia intenzitása függ a jelen lévő 

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

4.6.3 Fluoreszcens mikroszkópia 

Az előkészített mintákat minden esetben egy nagy felbontású digitális kamerával 

(Axiocam HR, HQ CCD kamera, 1300x1030 dpi, Carl Zeiss, Jéna, Németország) is felszerelt 

Zeiss Axiovert 200M típusú fluoreszcens mikroszkóppal (Carl Zeiss, Németország) vizsgáltuk, 

10-es filterszett (excitációs hullámhossz tartomány 450-490 nm, emissziós tartomány: 515-565 

nm) használatával. 

Tízszeres nagyítás mellett fluoreszcens képeket készítettünk a hajtásmerisztéma 

kialakulás egyes stádiumaiban, majd Carl Zeiss™ Axiovision Rel. 4.8 szoftverrel a 

konvertálódó szerv területéhez igazított, változó, a citokinin indukciót követő 24. órában 

(mitótikus osztódási szünet) 25 μm, 48. órában (szervkezdemények megjelenése) 30 μm, 72. 

órában (korai promerisztéma kialakulása) 40 μm, 96. órában (késői promerisztéma kialakulása) 
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50 μm átmérőjű körök területén meghatároztuk a pixelintenzitást (1. függelék ábra: A pixel 

intenzitás mérés módját bemutató reprezentatív kép) amiből következtettünk a NO és ROF 

szintekre. 

 

4.7 A szabad poliaminok mennyiségének meghatározása HPLC-vel 

A szabad poliaminok szintéjek meghatározása (Flores és Galston, 1982) módszerével a Tari és 

Csiszár (2003) által leírt protokoll szerint történt. 

4.7.1 A minták előkészítése 

A fagyasztott mintákat 5 %-os perklórsavban, homogenizáltuk 0 °C-on. A mintákat 

centrifugáltuk (4°C, 20 perc, 12000 rpm), majd 0.5 ml-t a szabad poliaminokat tartalmazó 

felülúszóból 400 μl 2 M NaOH-al közömbösítettük. A poliaminokat 10 μl benzoil- klorid 

hozzáadásával származékká alakítottuk. A benzoil-poliaminokat dietil-éterrel extraháltuk. A 

szerves fázist szárazra pároltuk. A mérésig a mintákat fagyasztóban tároltuk. 

4.7.2 A poliamin koncentráció meghatározása 

A benzoil-poliaminokat HPLC módszerrel (JASCO HPLC System, Japán), fordított 

fázisú oszlopon (Apex C18 5 μ; 250x4,6 mm), izokratikus körülmények között, 45:55 (v:v) 

arányú acetonitril: víz elegyével választottuk el, és UV detektor segítségével 254 nm 

hullámhosszon azonosítottuk. A minták poliamin koncentrációjának meghatározása ismert 

mennyiségű, putreszcin, spermidin és spermin standardokkal (Sigma-Aldrich, Germany) való 

kalibráció segítségével történt. Az oszlopra 20 μl-t vittünk fel a standardokból és a mintákból. 

 

4.8 Statisztikai analízis 

Az adatok statisztikai feldolgozása és kiértékelése SigmaPlot v.12.0 szoftverrel történt. 

A feltüntetett adatok minden esetben három független biológiai ismétlés átlag- és szórásértékei. 

A kontrolltól való szignifikáns eltéréseket a varianciaanalízist követően a Duncan-féle teszttel 

állapítottuk meg. Az azonos betűvel nem jelölt átlagok P≤0,05 szinten, szignifikánsan 

különböznek egymástól. Más esetben a szignifikáns különbségek meghatározására Student-féle 

t-tesztet használtuk P≤ 0,05 (*), 0,01 (**), vagy 0,001 (***) valószínűségi szinteken. 
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5. EREDMÉNYEK  

5.1 A poliaminok hatása az oldalgyökér primordiumok hajtásmerisztémává történő 

átalakulására 

Az OGYP-HM átalakulás során a három fő poliamin szintje eltérően változott. A Put 

szintje a 48. órában kis mértékben, de szignifikánsan emelkedett, majd az ezt követő 

stádiumokban csökkent, míg a Spm szintje kismértékű, fokozatos csökkent. Ezzel ellentétben a 

Spd koncentrációja jelentősen, közel háromszorosára emelkedett mindhárom vizsgált 

időpontban a kontrollhoz (6 napos csíranövény) képest (9. ábra A). Mindemellett, a külsőleg 

alkalmazott Put, de különösen a Spd növelte a hajtásregeneráció hatékonyságát, megerősítve 

ezeknek a poliaminoknak a direkt organogenezisre kifejtett pozitív hatását (9. ábra B, C).  

 

9. ábra: A poliaminok hatása az oldalgyökér primordiumok hajtásmerisztémává történő 

átalakulására. 

Az endogén putreszcin (Put), spermidin (Spd) és spermin (Spm) szint a hatnapos vad típusú 

Col-0 csíranövények gyökerében (kontroll), valamint a citokinin (CK) indukciót követően a 

szervkezdemények megjelenésének (48 óra), a korai (72 óra) és a kései (96 óra) 

hajtáspromerisztéma kialakulásának fázisaiban (A). A külsőleg alkalmazott 100 μM Put és Spd 
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kezelés hatása a regenerációs hatékonyságra vad-típusú Col-0 növények gyökerén a citokinin 

indukciót követő 10. napon (B). A CK kezelt vad típusú Col-0 növényeket, valamint a kezelések 

hatását bemutató reprezentatív képek (C). Az oszlopokon a hibasávok a standard hibát 

mutatják. Az adatsorok statisztika összehasonlítása Duncan féle teszttel történt. A különböző 

betűvel jelölt átlagok szignifikánsan különböznek egymástól (P≤0,05).   

 

5.1.1 A PA metabolizmus gének expressziójának változása az OGYP- HM átalakulás 

során  

Az endogén PA szintek változásának jobb megértése érdekében az OGYP-HM 

átalakulás egyes szakaszaiban megvizsgáltuk azoknak a géneknek a kifejeződését, amelyek a 

PA metabolizmusban részt vevő enzimeket kódolják.  

Azt tapasztaltuk, hogy az AtADC1 (10. ábra A), expressziója a citokinin indukciót 

követő 48. órával jelentősen, mintegy 12-szeresen megemelkedett és a hajtásmerisztéma 

kialakulása során végig magas maradt. A hajtás promerisztémák kialakulása során az AtADC2 

relatív transzkript szintje szintén mutatott kismértékű emelkedést (10. ábra A). Ezzel szemben 

a SPMS gén expressziója nem emelkedett meg szignifikánsan (10. ábra C), ami összhangban 

van azzal, hogy a Spm szintje sem emelkedett a hajtás promerisztémák kialakulása során (9. 

ábra A). 

Arabidopsisban 5 SAMDC izoenzimet kódoló gén található. Ezek közül kísérleti 

rendszerünkben az AtSAMDC2 és AtSAMDC4 relatív mRNS szintje emelkedett meg a 

szervkezdemények megjelenése és a hajtás promerisztéma kialakulása során, amíg az 

AtSAMDC1 és AtSAMDC3 mRNS szintje csökkent a kontrollhoz képest. Az AtSAMDC2 

különösen magas, mintegy nyolcszoros expressziót mutatott a kései hajtás promerisztéma 

kialakulása során (citokinin indukció után 96 órával) (10. ábra D).   
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10. ábra: A poliaminok bioszintézisében szerepet játszó gének kifejeződése 

Az arginin-dekarboxilázt (A), spermidin-szintázt (B), spermin-szintázt (C), és S-adenozil-

metionin dekarboxilázt, (D) kódoló gének [AtADC1 és AtADC2 (A), AtSPDS1 és AtSPDS2 (B) 

AtSPMS1 (C) és AtSAMDC1-4 (D)] expressziójának változása a citokinin-indukciót követően 

az oldalgyökér primordiumokból történő direkt hajtásmerisztéma kialakulása során a 

szervkezdemények megjelenésének (48 óra), a korai (72 óra) és a kései (96 óra) 

hajtáspromerisztéma kialakulásának fázisaiban. Kontroll a hatnapos csíranövények 

gyökerének mRNS szintje (relatív mRNS szint: 1). Az oszlopokon a hibasávok a standard hibát 

mutatják. Az egyszempontos varianciaanalízist követően a Duncan-féle tesztet alkalmaztuk. A 

különböző betűvel jelölt átlagok szignifikánsan különböznek egymástól (P≤0,05).  

 

Ezután megnéztük, miként változik a PA-k visszaalakítását katalizáló PAO gének 

expressziós mintázata az oldalgyökér primordiumok hajtásmerisztémává történő átalakulása 

során. Arabidopsisban a poliaminok lebontásában és visszaalakításában részvevő izoenzimeket 

kódoló gének (AtPAO1, AtPAO2, AtPAO3, AtPAO4, AtPAO5) közül a CK indukciót követő 48 

órával csak az AtPAO5 expressziójának szintje emelkedett meg, de az végig magas maradt a 

hajtás promerisztémák kialakulása során is (11. ábra).  
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11. ábra: Az AtPAO gének kifejeződése 

A poliamin-oxidázt kódoló gének (AtPAO1-5) expressziójának változása az oldalgyökér 

primordiumokból történő direkt hajtásmerisztéma kialakulása során a szervkezdemények 

megjelenésének (48 óra), a korai (72 óra) és a kései (96 óra) hajtáspromerisztéma 

kialakulásának fázisaiban. Kontroll a hatnapos csíranövények gyökerének mRNS szintje 

(relatív mRNS szint: 1). Az oszlopokon a hibasávok a standard hibát mutatják. Az 

egyszempontos varianciaanalízist követően a Duncan-féle tesztet alkalmaztuk. A különböző 

betűvel jelölt átlagok szignifikánsan különböznek egymástól (P≤0,05). 

 

5.2 Az AtPAO5 túltermeltetésének hatása az OGYP-HM átalakulásra 

5.2.1 Az AtPAO5-túltermelő vonal regenerációs hatékonyságának vizsgálata 

Annak igazolására, hogy az AtPAO5 szerepet játszik a direkt organogenezisben, 

megvizsgáltuk, hogy miként alakul a regeneráció hatékonysága AtPAO5-túltermelő 

transzgenikus vonalakban (35S::PAO5). Azt tapasztaltuk, hogy AtPAO5-túltermelő növények 

esetén több hajtás jelent meg a gyökéren (12. ábra A, B), valamint a hajtás organogenezis 

marker génjeinek tekinthető (Matsuo és mtsai., 2011) ENHANCER OF SHOOT 

REGENERATION 1 és ESR2 gének magasabb expressziót mutattak a vad típushoz képest (13. 

ábra A, B). 
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12. ábra: A AtPAO5 gén ektópikus túltermeltetésének hatása a regenerációs hatékonyságra 

A vad típusú Col-0 és AtPAO5- túltermelő (35S::PAO5) növények gyökerén kialakult 

regenerátumok száma a citokinin indukciót követő 10. napon (A), valamint a növényeket 

bemutató reprezentatív képek (B). Az oszlopokon a hibasávok a standard hibát mutatják. A 

szignifikancia meghatározása Student féle t teszt p értéke alapján történt, ahol a * P≤ 0,05; ** 

P≤ 0,01; *** P≤ 0,001. 

 

13. ábra Az AtESR1 és AtERS2 gének kifejeződése AtPAO5- túltermelő növényekben 

Az ENHANCER OF SHOOT REGENERATION 1 (AtESR1) (A) és AtESR2 (B) gének 

expressziójának változása a vad típusú Col-0 és AtPAO5- túltermelő (35S::PAO5) növényekben 

a citokinin-indukciót követően az oldalgyökér primordiumokból történő direkt 

hajtásmerisztéma kialakulása során a szervkezdemények megjelenésének (48 óra), a korai (72 

óra) és a kései (96 óra) hajtáspromerisztéma kialakulásának fázisaiban. Kontroll a hatnapos 

csíranövények gyökerének mRNS szintje (relatív mRNS szint: 1). Az oszlopokon a hibasávok a 

standard hibát mutatják. Az egyszempontos varianciaanalízist követően a Duncan-féle tesztet 
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alkalmaztuk. A különböző betűvel jelölt átlagok szignifikánsan különböznek egymástól 

(P≤0,05). 

5.2.2 Az endogén poliamin szintek változása a 35S::PAO5 vonalban 

Az endogén poliaminok szintjét mérve azt láttuk, hogy 35S::PAO5 túltermelő 

növényekben a Spd tartalom a kontrollban magasabb, mint a vad típusú növényekben, azonban 

a Put és Spm szintek nem mutattak szignifikáns különbséget. A citokinin indukciót követően, 

mindhárom PA szintje fokozatosan és a vad típushoz képest erőteljesebben csökkent (14. ábra). 

Ez alapján elmondható, hogy az AtPAO5 túltermelése befolyásolja a PA homeosztázist. 

 

14. ábra: Az endogén poliamin tartalom és annak változása a de novo hajtás kialakulás 

alatt vad típusú és AtPAO5- túltermelő növényekben  

Az endogén putreszcin (Put) (A), spermidin (Spd) (B), spermin (Spm) (C) szint változása a vad 

típusú Col-0 és AtPAO5- túltermelő (35S::PAO5) növényekben a hatnapos csíranövény 

gyökerében (kontroll) és a citokinin indukciót követően a szervkezdemények megjelenése (48 

óra), a korai (72 óra) és a kései (96 óra) hajtás promerisztéma kialakulásának fázisaiban. Az 

oszlopokon a hibasávok a standard hibát mutatják. Az egyszempontos varianciaanalízist 

követően a Duncan-féle tesztet alkalmaztuk.. A különböző betűvel jelölt átlagok szignifikánsan 

különböznek egymástól (P≤0,05). 
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5.2.3 A PAO5 túltermeltetésének hatása a ROF homeosztázisra  

Mivel Atpao5 mutáns növényekben alacsonyabb a ROF szintje (Ferdousy és mtsai., 

2020), feltételezhető, hogy az AtPAO5 befolyásolja a ROF homeosztázist. 35S::PAO5 

túltermelő vonalakban a CK indukciót követő 48 órától a hajtásmerisztéma kialakulásáig végig 

magasabb volt a ROF szintje a vad típusú növényekhez viszonyítva, ami alátámasztja az 

AtPAO5 szerepét a ROF homeosztázis szabályozásában (15. ábra A, B).  

 

15. ábra: A vad típusú és AtPAO5- túltermelő növények ROF szintje 

A 2’-7’-diklórdihidrofluoreszcein diacetátból (H2DCFDA) származó DCF fluoreszcencia 

alapján számolt pixel intenzitás diagramja (A) és a vad típusú és PAO5-túltermelő 

(35S::PAO5) növények reprezentatív képei (B). A képek készítése és a pixel intenzitás mérése a 

szervkezdemények megjelenésének (48 óra), a korai (72 óra) és a kései (96 óra) hajtás 

promerisztéma kialakulásának fázisaiban történt. Az oszlopokon a hibasávok a standard hibát 

mutatják. Az egyszempontos varianciaanalízist követően a Duncan-féle tesztet alkalmaztuk.. A 

különböző betűvel jelölt átlagok szignifikánsan különböznek egymástól (P≤0,05). Mérce: 100 

μm 

 

5.3 Az AtPAO2 túltermeltetésének hatása az OGYP-HM konverzióra 

Megállapítottuk, hogy az AtPAO5 gén túltermelése hatással van a ROF homeosztázisra 

(15. ábra). Annak eldöntésére, hogy a PAO-k közül az AtPAO5 specifikus szerepet tölt-e be a 

hajtás organogenezis folyamatában, a következőkben megnéztük miként változik az AtPAO2 

gént túltermelő transzgenikus növények (35S::PAO2) regenerációs hatékonysága. Az AtPAO2 

a Spm és Spd-né, illetve a Spd Put-né történő visszaalakítása révén (Sagor és mtsai., 2016) 
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szintén hozzá járul a PA és a H2O2 szint módosításához (Benkő és mtsai., 2022). A PAO2-

túltermelő vonal regenerációs hatékonysága azonban nem mutatott különbséget a vad típushoz 

képest (16. ábra).  

 

16. ábra: A AtPAO2 gén ektópikus túltermeltetésének hatása a regenerációs hatékonyságra 

A vad típusú Col-0 és AtPAO2- túltermelő (35S::PAO2) növények gyökerén kialakult 

regenerátumok száma a citokinin indukciót követő 10. napon (A), valamint a növényeket 

bemutató reprezentatív képek (B). Az oszlopokon a hibasávok a standard hibát mutatják. A 

szignifikancia meghatározása Student féle t teszt p értéke alapján történt, ahol a * P≤ 0,05; ** 

P≤ 0,01; *** P≤ 0,001; n.s.: nem szignifikáns különbség. 

 

5.4 Az AtPAO5 funkcióvesztés hatása az OGYP-HM konverzióra 

Az előzőekben igazoltuk az AtPAO5 pozitív hatását az oldalgyökér primordiumok 

hajtásmerisztémává történő direkt átalakulása során. A következőkben azt a mechanizmust 

vizsgáltuk, ami által ezt a folyamatot az AtPAO5 szabályozza. Ennek első lépéseként 

megnéztük, hogy miként változik a regeneráció hatékonysága pao5-2 T-DNS inszerciós mutáns 

vonalakban. 

Míg a 35S::PAO5 vonal esetén az AtPAO5 túltermelése növelte (12. ábra), addig a 

pao5-2 mutáns vonalban a génfunkció elvesztése csökkentette a regenerációs hatékonyságot a 

vad típusú növényekhez képest (17. ábra).  
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17. ábra: A regeneráció hatékonysága az Atpao5-mutáns növényekben 

A vad típusú Col-0 és Atpao5-mutáns (pao5-2) növények gyökerén kialakult regenerátumok 

száma a citokinin indukciót követő 10. napon (A), valamint a növényeket bemutató 

reprezentatív képek (B). Az oszlopokon a hibasávok a standard hibát mutatják. A szignifikancia 

meghatározása Student féle t teszt p értéke alapján történt, ahol a * P≤ 0,05; ** P≤ 0,01; *** 

P≤ 0,001.  

  

Annak eldöntéséhez, hogy a PAO5 a H2O2 vagy a T-Spm-szint szabályozásán keresztül 

játszik-e szerepet a direkt hajtásmerisztéma kialakulásban, külső H2O2 és T-Spm kezelést 

alkalmaztunk. A H2O2 kezelés nem (18. ábra), viszont a T-Spm kezelés szignifikánsan 

csökkentette a direkt hajtásmerisztéma képződés hatékonyságát a kontrollhoz képest (19. 

ábra). Ezzel összhangban a pao5-2 mutáns növények és a vad típusú növények ROF 

szintjükben nem mutattak különbséget az OGYP-HM konverzió során (20. ábra). Ezek az 

eredmények azt mutatják, hogy az AtPAO5 nem a H2O2 szintek módosításával, hanem a T-Spm 

homeosztázis szabályozásán keresztül fejti ki hatását az OGYP-HM-vá történő átalakulása 

során. 
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18. ábra: A H2O2 kezelés hatása a regenerációs hatékonyságra 

A külsőleg alkalmazott 100 μM H2O2 kezelés hatása a regenerációs hatékonyságra vad-típusú 

Col-0 növények gyökerén a citokinin indukciót követő 10. napon (A). A CK kezelt vad típusú 

Col-0 növényeket, valamint a H2O2 kezelés hatását bemutató reprezentatív képek (B). Az 

oszlopokon a hibasávok a standard hibát mutatják. A szignifikancia meghatározása Student féle 

t teszt p értéke alapján történt, ahol a * P≤ 0,05; ** P≤ 0,01; *** P≤ 0,001; n.s.: nem 

szignifikáns különbség. 

 

 

19. ábra: A termospermin kezelés hatása a regenerációs hatékonyságra 

A külsőleg alkalmazott 100 μM T-Spm kezelés hatása a regenerációs hatékonyságra vad-típusú 

Col-0 növények gyökerén a citokinin indukciót követő 10. napon (A). A CK kezelt vad típusú 

Col-0 növényeket, valamint a T-Spm kezelés hatását bemutató reprezentatív képek (B). Az 

oszlopokon a hibasávok a standard hibát mutatják. A szignifikancia meghatározása Student féle 

t teszt p értéke alapján történt, ahol a * P≤ 0,05; ** P≤ 0,01; *** P≤ 0,001. 
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20. ábra: Vad típusú Col-0 és Atpao5-mutáns növényekben mért ROF szintek 

A 2’-7’-diklórdihidrofluoreszcein diacetát-ból (H2DCFDA) származó DCF fluoreszcencia 

alapján számolt pixel intenzitás diagramja (A) és a vad típusú Col-0 és Atpao5-mutáns (pao5-

2) növények reprezentatív képei (B). A képek készítése és a pixel intenzitás mérése a mitótikus 

osztódási szünet (24 óra), a szervkezdemények megjelenésének (48 óra), a korai (72 óra) és a 

kései (96 óra) hajtás promerisztéma kialakulásának fázisaiban történt. Az oszlopokon a 

hibasávok a standard hibát mutatják. Az egyszempontos varianciaanalízist követően a Duncan-

féle tesztet alkalmaztuk (P≤0,05); n.s.: nem szignifikáns különbség. Mérce: 100 μm 

 

5.4 A PAO5 szerepe a citokinin érzékenység szabályozásában 

Alabdallah és munkatársai (2017) kimutatták, hogy a PAO5 T-Spm-függő módon 

befolyásolja a CK választ a xilém differenciáció során. Annak mechanizmusát, hogy a T-Spm 

hogyan hat ebben a folyamatban azonban nem vizsgálták (Alabdallah és mtsai., 2017). Miután 

Arabidopsis indirekt hajtás organogenezise során a növényi hemoglobinok (GLB1 és GLB2) 

hatással vannak a CK érzékenységre (Wang és mtsai., 2011), feltételeztük, hogy az AtPAO5 a 

hemoglobinok szabályozása által befolyásolhatja a CK érzékenységet az oldalgyökér 

primordiumok direkt hajtásmerisztémává történő átalakulása során. Hipotézisünk igazolásához 

megnéztük, hogy a direkt hajtás organogenezis során miként változik a hemoglobint kódoló 
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gének közül az AtGLB1 és AtGLB2 relatív expressziója vad típusú, valamint pao5-2 mutáns 

növényekben és T-Spm kezelés hatására vad típusú növényekben. 

Vad típusú növényeknél mindkét gén expressziós szintje növekedett a CK-indukció után 

72-96 órával, azaz a hajtás promerisztémák kialakulásakor. Az AtGLB2 expressziós szintjének 

növekedése már a mitótikus osztódási szünet után (CK indukció után 24 órával) megfigyelhető 

volt (21. ábra B), míg az AtGLB1 relatív transzkript szintje csak a szervkezdemények 

megjelenésekor (CK indukció után 48 órával) emelkedett meg jelentősebb mértékben (21. ábra 

A).  

Ezzel ellentétben, mindkét hemoglobin gén relatív transzkript szintje csökkent külső T-

Spm kezelés hatására a vad típusú növényekben és pao5-2 mutánsban a vad típusú kezeletlen 

növényekhez képest az összes vizsgált időpontban (22. ábra). 

 

21. ábra: Az AtGLB1 és AtGLB2 kifejeződése vad típusú növényekben 

A HEMOGLOBIN 1 (AtGLB1) (A) és AtGLB2 (B) gének expressziójának változása a vad típusú 

Col-0 növényekben az oldalgyökér primordiumokból történő direkt hajtásmerisztéma 

kialakulása során a mitótikus osztódási szünet (24 óra), a szervkezdemények megjelenésének 

(48 óra), a korai (72 óra) és a kései (96 óra) hajtás promerisztéma kialakulásának fázisaiban. 

Referencia a hatnapos csíranövények gyökerének (kontroll) mRNS szintje, értéke: 1. Az 

oszlopokon a hibasávok a standard hibát mutatják. Az egyszempontos varianciaanalízist 

követően a Duncan-féle tesztet alkalmaztuk. A különböző betűvel jelölt átlagok szignifikánsan 

különböznek egymástól (P≤0,05). 
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22. ábra: A GLB gének expressziójának változása Atpao5-mutáns növényben és T-Spm 

kezelés hatására 

A HEMOGLOBIN 1 (AtGLB1) (A) és AtGLB2 (B) gének expressziójának változása a vad típusú 

Col-0 és az Atpao5-mutáns (pao5-2) növényekben, valamint a vad típusú Col-0 növényekben 

100 μM T-Spm kezelés hatására az oldalgyökér primordiumokból történő direkt 

hajtásmerisztéma kialakulása során a mitótikus osztódási szünet (24 óra), a szervkezdemények 

megjelenésének (48 óra), a korai (72 óra) és a kései (96 óra) hajtás promerisztéma 

kialakulásának fázisaiban. Referencia a hatnapos csíranövények gyökerének (kontroll) mRNS 

szintje, értéke: 1. Az oszlopokon a hibasávok a standard hibát mutatják. Az egyszempontos 

varianciaanalízist követően a Duncan-féle tesztet alkalmaztuk. A különböző betűvel jelölt 

átlagok szignifikánsan különböznek egymástól (P≤0,05). 
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Arabidopsis indirekt hajtás organogenezise során a GLB1 és GLB2 a CK érzékenységre 

az érzékelésben és jelátvitelben szereplő egyes gének kifejeződésének módosítása által hatnak. 

Kimutatták, hogy ektópikus túltermeltetésük gátolja az A-ARR-ek, a citokinin jelátvitel feed-

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

Ezzel összhangban a vizsgált A-ARR-ek közül az AtARR5, AtARR7 és AtARR16 (23. 

ábra B, C, E) relatív expressziója a pao5-2 mutánsban már a CK indukciót követő 24 órával 

megemelkedett és a kései promerisztémák kialakulásáig (CK indukció után 96 óra) magas 

maradt a vad típushoz képest. Az AtARR4 és AtARR15 mRNS szintje is magasabb volt a 

mutánsban, mint a vad típusban azonban csak a promerisztéma kialakulásának időpontjától (CK 

indukciót követő 72 óra) (23. ábra A, D).   
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23. ábra: Az A-ARR gének kifejeződése vad típusú és Atpao5-mutáns növényekben 

Az A-típusú válaszregulátor (A-ARR) gének kifejeződése a vad típusú Col-0 és Atpao5-mutáns 

(pao5-2) növényekben az oldalgyökér primordiumokból történő direkt hajtásmerisztéma 

kialakulása során a mitótikus osztódási szünet (24 óra), a szervkezdemények megjelenésének 

(48 óra), a korai (72 óra) és a kései (96 óra) hajtás promerisztéma kialakulásának fázisaiban. 

Referencia a hatnapos csíranövények gyökerének (kontroll) mRNS szintje, értéke: 1. Az 

oszlopokon a hibasávok a standard hibát mutatják. Az egyszempontos varianciaanalízist 

követően a Duncan-féle tesztet alkalmaztuk. A különböző betűvel jelölt átlagok szignifikánsan 

különböznek egymástól (P≤0,05). 
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5.5 Az NO hatása az AtPAO5 függő OGYP-HM konverzió hatékonyságára 

Miután a hemoglobinok in planta nitrogén-monoxid (NO) scavengerek (Shen és mtsai., 

2013) továbbá a CK és a NO antagonisztikus és szinergisztikus kapcsolata is ismert (Sanz és 

mtsai., 2015), a következőkben megnéztük, hogy milyen szerepe van a nitrogén-monoxidnak a 

CK-indukált direkt hajtásmerisztéma kialakulásának folyamatában AtPAO5/ T-Spm-függő 

módon. Ennek érdekében vizsgáltuk a NO metabolizmusban résztvevő enzimeket kódoló gének 

expresszióját, illetve azt, hogy miként változik a NO szintje a vad típusú és pao5-2 mutáns 

növényekben. 

Azz AtNIA1 relatív expressziója szignifikánsan nőtt a HM kialakulásának valamennyi 

fázisában mind a vad típusú, mind pedig a pao5-2 mutáns növényekben, bár az utóbbi esetén 

ez kisebb mértékű volt a késői promerisztémák kialakulása során (CK indukció után 96 óra) 

(24. ábra A). Az AtNIA2, valamint az AtGSNOR1 relatív transzkript szintje nem változott az 

OGYP – HM konverzió alatt sem a vad típusú sem a pao5-2 mutáns növényekben (24. ábra B, 

C). A génexpressziós változásokkal megegyezően, NO szintjükben a vad típusú és a pao5-2 

mutáns növények csak kis mértékben és átmenetileg különböztek egymástól (25. ábra). Miután 

az AtNIA1 relatív expressziója az OGYP-HM konverzió során mind a vad típusú, mind pedig a 

pao5-2 mutáns növényekben megemelkedett, a NO szerepe a CK jelátvitelben a direkt 

hajtásmerisztémák kialakulása során nem igazolható. 
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24. ábra: Az NO homeosztázisát szabályozó enzimeket kódoló gének expressziója vad típusú 

és pao5-2 mutáns növényekben 

Az AtNIA1 (NITRATE REDUCTASE 1), AtNIA2 és AtGSNOR1 (S-NITROSOGLUTATHIONE 

REDUCTASE 1) gének kifejeződése a vad típusú Col-0 és pao5-2 mutáns növényekben az 

oldalgyökér primordiumokból történő direkt hajtásmerisztéma kialakulása során a mitótikus 

osztódási szünet (24 óra), a szervkezdemények megjelenésének (48 óra), a korai (72 óra) és a 

kései (96 óra) hajtás promerisztéma kialakulásának fázisaiban. Referencia a hatnapos 

csíranövények gyökerének (kontroll) mRNS szintje, értéke: 1. Az oszlopokon a hibasávok a 

standard hibát mutatják. Az egyszempontos varianciaanalízist követően a Duncan-féle tesztet 

alkalmaztuk. A különböző betűvel jelölt átlagok szignifikánsan különböznek egymástól 

(P≤0,05). 
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25. ábra: A NO szintjének változása a vad típusú és Atpao5-mutáns növényekben 

A DAF-FM DA festett vad típusú Col-0 és Atpao5-mutáns (pao5-2) növények NO-függő 

fluoreszcenciájából számolt pixel intenzitás diagramja (A) és reprezentatív képei (B). A képek 

készítése és a pixel intenzitás mérése a mitótikus osztódási szünet (24 óra), a szervkezdemények 

megjelenésének (48 óra), a korai (72 óra) és a kései (96 óra) hajtás promerisztéma 

kialakulásának fázisaiban történt.  Az oszlopokon a hibasávok a standard hibát mutatják. A 

szignifikancia meghatározása Student féle t teszt p értéke alapján történt, ahol a * P≤ 0,05; ** 

P≤ 0,01; *** P≤ 0,001; n.s.: nem szignifikáns különbség. Mérce: 100 μm 

 

Érdekes módon külső NO donor, GSNO kezelés alkalmazása szignifikánsan 

csökkentette a vad típusú növények gyökerén kialakuló hajtások számát a kontrollhoz 

viszonyítva (26. ábra A, B) illetve az AtPAO5 relatív expresszióját (26. ábra C) a mitótikus 

osztódási szünettől kezdve (CK indukció 24 óra) az összes vizsgált időpontban.  
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26. ábra: A GSNO kezelés hatása a regenerátum számra és az AtPAO5 kifejeződésére 

A külsőleg alkalmazott 10 μM GSNO kezelés hatása a regenerációs hatékonyságra vad-típusú 

Col-0 növények gyökerén a citokinin indukciót követő 10. napon (A). A CK kezelt vad típusú 

Col-0 növények, valamint a GSNO kezelés hatását bemutató reprezentatív képek (B). Az 

oszlopokon a hibasávok a standard hibát mutatják. A szignifikancia meghatározása Student féle 

t teszt p értéke alapján történt, ahol a * P≤ 0,05; ** P≤ 0,01; *** P≤ 0,001.  (C) Az AtPAO5 

gén kifejeződése a GSNO kezelt és nem kezelt növényekben a mitótikus osztódási szünet (24 

óra), a szervkezdemények megjelenésének (48 óra), a korai (72 óra) és a kései (96 óra) hajtás 

promerisztéma kialakulásának fázisaiban. Referencia a hatnapos csíranövények gyökerének 

(kontroll) mRNS szintje, értéke: 1. Az oszlopokon a hibasávok a standard hibát mutatják. Az 

egyszempontos varianciaanalízist követően a Duncan-féle tesztet alkalmaztuk. A különböző 

betűvel jelölt átlagok szignifikánsan különböznek egymástól (P≤0,05).  
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6. EREDMÉNYEK ÉRTÉKELÉSE 

A poliaminok szerepét a növényi morfogenezisben és az indirekt organogenezisben 

számos kísérleti rendszerben bizonyították, azonban részvételüket a direkt organogenezis 

szabályozásában mindez idáig nem tanulmányozták. Miután a PA-ok, a PAO5, a hemoglobinok 

és a nitrogén-monoxid is hatással lehetnek a CK jelátvitel szabályozására, munkám során célom 

volt ennek vizsgálata egy erősen citokinin-függő folyamatban, az oldalgyökér primordiumok 

CK-indukált direkt úton történő hajtásmerisztémává való átalakulásában, annak is négy 

szakaszában: a mitótikus osztódási szünet, a szervkezdemények kialakulása, a korai és késői 

promerisztémák megjelenése során. 

Sok növényfajnál sikeresen alkalmaztak külső PA kezeléseket a szomatikus 

embriogenezis és organogenezis hatékonyságának fokozására genotípus és koncentráció függő 

módon (Nandy és mtsai., 2022). Ismert továbbá az is, hogy kapcsolat áll fenn a regenerációs 

képesség és az endogén PA-ok szintje között. Kimutatták, hogy az AtSAMDC2 csendesítése 

RNS interferenciával csökkentette a hajtás regenerációt Arabidopsisban (Hu és mtsai., 2006), 

valamint a SAMDC aktivitás és a spermidin szint növekedése magasabb embriogén választ 

eredményezett lucernában (Huang és mtsai., 2001). Ezek alapján elmondható, hogy a 

poliaminok bioszintézisének fokozódása jelentős a regenerációs folyamatok szempontjából.  

Korábbi megfigyelésekkel megegyezően (Hu és mtsai., 2006; Lim és mtsai., 2006; Gill 

és Tuteja, 2010), azt találtuk, hogy a magas endogén Spd/Put arány, kapcsolatban áll a 

regeneráció hatékonyságával (9. ábra). Ezeknek a poliaminoknak (Spd˃Put) a külső 

alkalmazása szintén növeli a regenerációs hatékonyságot, megerősítve szerepüket a 

folyamatban (9. ábra B, C). 

Ezzel összhangban, az OGYP-ok HM-vá történő átalakulása során fokozódott a Spd 

bioszintézissel kapcsolt gének, az AtADC1, az AtSAMDC2 és AtSAMDC4, az AtSPDS1 és 

AtSPDS2 relatív expressziója (10. ábra A, B, D). 

Miután a Put szintje csak kis mértékben és átmenetileg emelkedett meg (9. ábra A), 

feltételeztük, hogy a keletkezett Put gyorsan lebomlott vagy spermidinné alakult. Utóbbi 

feltételezésünket alátámasztotta az AtASPDS1 és AtSPDS2 transzkript szintjének (10. ábra B) 

és az endogén Spd szintjének növekedése (9. ábra A) az oldalgyökér primordiumok 

hajtásmerisztémává történő átalakulása során. 
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Az endogén poliaminok szintje nemcsak szintézisük, hanem lebontásuk és átalakulásuk 

által is szabályozott (Lim és mtsai., 2006; Kim és mtsai., 2014; Tavladoraki és mtsai., 2016). A 

poliaminok konverziójában Arabidopsisban öt poliamin oxidáz (AtPAO1-AtPAO5) vesz részt. 

A vizsgált PAO-k közül egyedül az AtPAO5 expressziójának szintje emelkedett meg (11. ábra). 

Mindemellett 35S::PAO5 túltermelő növényekben nőtt a regenerációs hatékonyság (12. ábra 

A, B), illetve fokozódott az AtESR1 és AtESR2 relatív expressziós szintje (13. ábra A, B), ami 

megerősítette az AtPAO5 részvételét és szabályozó szerepét a direkt hajtásmerisztémák 

kialakulása során. 35S::PAO5 túltermelő növényekben, fiziológiás körülmények mellett a Spd 

szint közel kétszeres volt a vad típushoz képest (14. ábra). A túltermelő növényekben mért 

magas Spd/Put arány szintén alátámaszthatja azt, hogy a PAO5 a T-Spm/Spd homeosztázis 

szabályozásán keresztül befolyásolja az OGYP-HM átalakulását. Érdekes módon korábban, 

indirekt organogenezis vizsgálata során azt találták, hogy AtPAO5-túltermelő növényekben 

csökkent a Spd szint, mindez pedig csökkent regenerációs hatékonysággal járt együtt (Lim és 

mtsai., 2006). Ennek feltehetően az az oka, hogy a PA-k és azok metabolizmusa kontextus 

függő módon befolyásolja lúdfűben a hajtás regenerációját. 

Korábban kimutatták, hogy a ROF akkumulációja kisebb mértékű az Atpao5 

mutánsban, mint a vad típusban (Ferdousy és mtsai., 2020). Ez megerősíti azt az elképzelést, 

miszerint az AtPAO5 részt vesz a ROF homeosztázis szabályozásában. Mindez alapján pedig 

feltételezhető, hogy PAO-k a PA-k lebontásából származó H2O2 révén vesznek részt a 

regenerációs folyamatok szabályozásában. 35S::PAO5 túltermelő növényekben ennek 

megfelelően az OGYP HM-vá történő átalakulása során nőtt a ROF szintje a vad típushoz 

képest (15. ábra A, B), azonban azt, hogy a PAO5 a megnövekedett ROF szinteken keresztül 

javítja a regenerációs hatékonyságot, nem sikerült igazolni. Fontos megjegyezni, hogy az 

AtPAO1-4 is képes a Spm visszaalakítására és a Spd, valamint a Spm lebontására, íly módon 

pedig ROF termelésre, viszont kísérleti rendszerünkben csak az AtPAO5 mutatott emelkedett 

expressziós szintet (11. ábra) a direkt HM kialakulása során, a többi AtPAO nem. 

Mindemellett, az AtPAO2-t túltermelő (35S::PAO2) növényekben nem nőtt a 

regenerációs hatékonyság a vad típushoz képest (16. ábra A, B). Ez feltételezi, hogy az 

AtPAO5 specifikus szerepet tölt be a direkt hajtásregeneráció folyamatában. Az AtPAO5 nagy 

affinitással bír a T-Spm, mint szubsztrát iránt. A PAO5 általában nem a H2O2 keletkezésével, 

hanem a T-Spm homeosztázis szabályozásán keresztül vesz részt a növények növekedési és 

fejlődési folyamatainak szabályozásában (Kim és mtsai., 2014; Alabdallah és mtsai., 2017; 
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Wang és mtsai., 2019). Így feltételeztük, hogy az AtPAO5 az OGYP-HM direkt átalakulásra is 

a T-Spm-szint szabályozásán keresztül hat.  

Ennek bizonyításához a vad típushoz képest megközelítőleg kétszeres endogén T-Spm-

szinttel rendelkező (Kim és mtsai., 2014) pao5-2 mutáns vonalat használtunk. A 35S::PAO5 

túltermelő növények vizsgálata során kapott eredményekkel összhangban azt találtuk, hogy a 

pao5-2 mutáns növényeken a vad típushoz képest kisebb számú regenerátum jelent meg (17. 

ábra A, B). Továbbá a vad típusú növények H2O2-dal történő külső kezelése (18. ábra A, B) 

nem, viszont T-Spm-el történő kezelése (19. ábra A, B) csökkentette a képződött 

regenerátumok számát a kezeletlen vad típusú növényekhez képest. ROF szintjükben azonban 

a vad típusú és a pao5-2 mutáns növények az OGYP-HM konverzió során nem mutattak 

különbséget (20. ábra A, B). Mindez megerősítette azt a feltételezésünket, hogy az AtPAO5 

nem a ROF szintek növelésével, hanem a T-Spm homeosztázis szabályozásával vesz részt az 

OGYP-HM direkt átalakulás szabályozásában. 

A T-Spm-kezelt vad típusú és pao5-2 növények génexpressziós elemzése kimutatta, 

hogy a T-Spm homeosztázisban bekövetkező változások számos sejtfolyamatot befolyásolnak 

(Sagor és mtsai., 2021). A szövettani elemzések kimutatták, hogy az AtPAO5 által szabályozott 

T-Spm-szint specifikusan hozzájárul a szállítószövet differenciálódásához (Alabdallah és 

mtsai., 2017). Alabdallah és munkatársai (2017) bizonyították, hogy az AtPAO5 szükséges a 

xilém differenciálódás során a megfelelő auxin- és citokinin-jelátvitel fenntartásához. 

Vizsgálták többek között a citokinin jelátvitel negatív feed-back szabályozóinak, az A-típusú 

válaszregulátorok (ARR 4,5,7,15,16) expressziós változását, AtPAO5-t túltermelő és pao5-2 

mutáns növényekben. Kimutatták, hogy bár normál növekedési körülmények között nincs 

különbség ezeknek a géneknek a kifejeződésében, citokinin kezelés hatására a vad típushoz 

képest kevésbé indukálódnak a túltermelő és jobban a mutáns vonalakban. Érdekes módon az 

AtGLB1 és AtGLB2 hemoglobinok ugyanezeknek az ARR represszoroknak az alulszabályozása 

mellett fokozták a citokinin érzékenységet és növelték a gyökerek indirekt hajtásregenerációs 

képességét ( Wang és mtsai., 2011). 

Az AtPAO5 és a GLB-k közötti potenciális kapcsolat megállapítása érdekében a 

citokinin-által indukált direkt HM kialakulása során, megvizsgáltuk az AtGLB1 és 2 

expresszióját. Azt találtuk, hogy mindkét gén, de különösen az AtGLB1 erősen expresszálódott 

a promerisztéma kialakulás szakaszában a a citokinin kezelt vad típusú növények gyökerében 

(21. ábra A, B), ugyanakkor kifejeződésük csökkent a pao5-2, illetve a T-Spm-kezelt vad 

típusú növényekben az OGYP-HM átalakulás valamennyi szakaszában (22. ábra A, B). 
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Mindemellett, az A-ARR gének relatív expressziója is magasabb volt a pao5-2 gyökerekben a 

vad típushoz képest. Mindez azt mutatja, hogy az AtPAO5 az AtGLB-k előtt hat, és a citokinin 

érzékenységet valószínűleg a T-Spm-szint fenntartásán keresztül szabályozza. Az, hogy a T-

Spm és a hemoglobinok milyen jelátviteli útvonalakon keresztül szabályozhatják a 

génexpressziót, még nem ismert.  

A hemoglobinok a NO ismert scavengerei (Hebelstrup és mtsai., 2013) a NO-ról pedig 

kimutatták, hogy közvetíti a citokinin génszabályozásra gyakorolt hatását (Shen és mtsai., 

2013). Lehetséges, hogy az AtGLB-k a NO-szint szabályozásán keresztül megakadályozzák a 

citokinin jelátvitel negatív visszacsatolás által történő szabályozását. Azt a lehetőséget azonban, 

hogy a citokinin jelátvitelben a NO másodlagos hírvivőként szolgál, NO donorral és 

scavengerrel végzett vizsgálatok nem erősítették meg, legalábbis hatása nem az AtARR5 gén 

indukcióján keresztül történik. Mindez alapján feltételezhető, hogy a NO más módon hat a 

citokinin válaszokra (Romanov és mtsai., 2008). 

Az NO hatása a citokinin jelátvitelre lehet szinergista vagy antagonista (Sanz és mtsai., 

2015). Mindemellett több tanulmányban is kimutatták, hogy a NO anyagcseréjét 

befolyásolhatják a poliaminok és azok katabolizmusa (Benkő és mtsai., 2020; Tun és mtsai., 

2001; Wimalasekera és mtsai., 2011). Ugyanakkor a poliamin anyagcserét is befolyásolhatja a 

NO (Tailor és mtsai., 2019). Sóstressznek kitett napraforgóban a NO a PA szintézis fokozása 

révén, valamint a PAO aktivitás csökkentésén keresztül, növelte a Spm-szintet (Tailor és mtsai., 

2019).  

Kísérleti rendszerünkben a NO metabolizmusban részt vevő gének közül csak az 

AtNIA1 relatív mRNS szintje emelkedett meg, mind a vad típusú, mind a pao5-2 mutáns 

növényekben a CK-indukált HM képződés során (24. ábra A). Bár ez az emelkedés a pao5-2 

vonalban kisebb mértékű volt a promerisztémák kialakulásakor (24. ábra A), a két vonal közt 

a NO szintben nem találtunk különbséget (25. ábra A, B).  

Az NO-donor GSNO csökkentette az AtPAO5 expresszióját (26. ábra C) és a direkt 

HM-képződés hatékonyságát (26. ábra A, B), ami azt jelzi, hogy a NO negatívan 

szabályozhatja a citokinin érzékenységet az AtPAO5-öt megelőzően. Azonban úgy tűnik, a NO 

csak nagy koncentrációban befolyásolhatja közvetve a folyamatot és megfigyelésünk 

fiziológiás körülmények között kevésbé lehet releváns. Ezt támasztják alá az előzőekben 

bemutatott eredményeink is, miszerint az endogén NO-szint nem mutat korrelációt a 

regenerációs folyamattal, és nem mutat különbséget a vad típusú és a pao5-2 mutáns gyökerek 

között (25. ábra A, B). 
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A kapott eredményeink alapján felállítottunk egy hipotetikus modellt, mely 

magyarázhatja az AtPAO5 szerepét a citokinin-indukált direkt HM konverzióban (27. ábra). E 

szerint az AtPAO5 által fenntartott T-Spm homeosztázis szükséges a laterális OGYP-ből 

történő hatékony citokinin-indukált HM képződéshez. A magas T-Spm-szint negatívan 

szabályozza, eddig ismeretlen módon, az AtGLB1 és AtGLB2 expresszióját. Ezek a 

hemoglobinok közismert módon befolyásolják a CK érzékenységet. Az AtPAO5 hiánya, a 

megnövekedett T-Spm-szint csökkenti az AtGLB1/2 relatív expresszióját, ugyanakkor növeli 

az A-ARR gének relatív transzkript szintjét, ami által csökkenti a CK érzékenységet. Habár ez 

összefüggésben lehet a GLBk NO kioltó képességével, kísérleti rendszerünkben ezt nem tudtuk 

bizonyítani, viszont azt találtuk, hogy a magas NO szint csökkenti az AtPAO5 expresszióját és 

a regeneráció hatékonyságát (26. ábra) 

 

27. ábra: Az AtPAO5 citokinin-indukált oldalgyökér primordium (OGYP) - 

hajtásmerisztéma (HM) konverzióban betöltött szerepét bemutató hipotetikus modell 

Használt rövidítések: OGYP: oldalgyökér primordium; HM: hajtásmerisztéma, PAO5: 

poliamin oxidáz 5, T-Spm: termospermin, GLB1: HEMOGLOBIN 1, A-ARR: A-típusú 

válaszregulátor, NO: nitrogén-monoxid. A hegyes végű nyilak aktivációt, kerek végű nyilak 

inaktivációt, a szaggatott vonalak nem közvetlen kölcsönhatást jelölnek. Bővebb magyarázat a 

szövegben.  
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ÖSSZEFOGLALÁS 

Számos kísérleti rendszerben kimutatták már, hogy a poliaminok metabolizmusa fontos 

szerepet játszik a növények növekedésének és fejlődésének szabályozásában. Munkám során 

bizonyítottam, hogy részt vesznek teljes növények oldalgyökér primordiumainak (LRP-k) 

citokinin által indukált közvetlen (kalluszképződés nélküli) átalakulásában 

hajtásmerisztémákká. A hatékony regeneráció magas endogén Spd/Put aránnyal és ezzel 

összefüggésben a Spd szintézisét (AtADC1,2, AtSAMDC2,4, AtSPDS1,2) illetve a T-Spm/Spm 

Spd-né történő visszaalakítását (AtPAO5, de nem AtPAO1-4) végző enzimeket kódoló gének 

emelkedett expressziójával volt jellemezhető. Bár 35S::PAO5 túltermelő növényekben nőtt, 

pao5-2 mutáns növényekben nem változott a ROF szintje a direkt hajtásmerisztémák 

kialakulása során a vad típushoz képest. Mindemellett a külső H2O2 kezelés nem, viszont a T-

Spm kezelés növelte a regeneráció hatékonyságát vad típusú növényekben. Ezek az 

eredmények, valamint a 35S::PAO5 túltermelő növényekben mért magas Spd/Put arány mind 

alátámasztották azt a feltételezésünket, mely szerint az AtPAO5 nem a ROF szintek, hanem a 

T-Spm/Spd homeosztázis szabályozásán keresztül fejti ki hatását az OGYP-HM átalakulás 

során. Megállapítottuk, hogy az AtPAO5 által fenntartott T-Spm homeosztázis szükséges a 

citokinin által indukált hatékony hajtásmerisztéma képződéshez az oldalgyökér 

primordiumokból, hatása pedig a GLB-ken, mint egyik lehetséges szabályozási útvonalon 

keresztül érvényesül. A magas T-Spm-szint negatívan szabályozta a hemoglobin géneket, 

ugyanakkor növelte az A-ARR gének relatív expresszióját, melyen keresztül csökkentette a 

citokinin érzékenységet.  

Bár a GLB-k hatása a direkt hajtásmerisztémák kialakulása során nem a NO kioltásán 

keresztül valósult meg, a külsőleg alkalmazott NO csökkentette a direkt hajtásmerisztémák 

kialakulásának hatékonyságát és az AtPAO5 relatív expresszióját. A jövő fontos feladata azon 

jelátviteli lépések elemeinek megnevezése, melyek a T-Spm-et és az AtGLB1/2-t a 

génexpresszió szabályozásához kapcsolják. 
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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 (AtADC1,2, 

AtSAMDC2,4, AtSPDS1,2) and the back-conversion of T-Spm/Spm to Spd (AtPAO5, but not 

AtPAO1-4) was enhanced following the cytokinin treatment. Although, ectopic expression of 

AtPAO5 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 H2O2, 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::PAO5 overexpressing plants, are in line with our hypothesis that AtPAO5 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 AtPAO5 

is required for efficient cytokinin-induced shoot meristem formation from LRPs. Furthermore, 

expression of GLB genes (AtGLB1 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 AtPAO5 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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FÜGGELÉK 

F.1 A pixel intenzitás mérés módja 

 

1. függelék ábra: A pixel intenzitás mérés módját bemutató reprezentatív kép 

A pixelintenzitást a konvertálódó szerv területéhez igazított, változó, a citokinin indukciót 

követő 24. órában (mitótikus osztódási szünet) 25 μm, 48. órában (szervkezdemények 

megjelenése) 30 μm, 72. órában (korai promerisztéma kialakulása) 40 μm, 96. órában (késői 

promerisztéma kialakulása) 50 μm, átmérőjű körök területén határoztuk meg. 
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F.2 Az AtPAO5 kifejeződése 35S::PAO5, és az AtPAO2 kifejeződése a 35S::PAO2 

vonalban  

 

2. függelék ábra: APAO2 és PAO5 kifejeződése az azokat túltermelő vonalakban 

A 35S::PAO2 vonalban az AtPAO2 és a 35S::PAO5-ben az AtPAO5 gén expressziója a 6 napos 

csíranövények gyökerében. Referencia a hatnapos vad típusú Col-0 csíranövény gyökerének 

mRNS szintje (relatív mRNS szint: 1). Az oszlopokon a hibasávok a standard hibát mutatják. A 

szignifikancia meghatározása Student féle t teszt p értéke alapján történt, ahol a * P≤ 0,05; ** 

P≤ 0,01; *** P≤ 0,001. 
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F.3 A 35S::PAO5 vonal regenerációs hatékonysága  

 

3. függelék ábra: A 35S::PAO5 regenerációs hatékonyságának ellenőrzése 

A vad típusú Col-0 és AtPAO5- túltermelő (35S::PAO5) növények gyökerén kialakult 

regenerátumok száma a citokinin indukciót követő 10. napon (A), valamint a növényeket 

bemutató reprezentatív képek (B). Az oszlopokon a hibasávok a standard hibát mutatják. A 

szignifikancia meghatározása Student féle t teszt p értéke alapján történt, ahol a * P≤ 0,05; ** 

P≤ 0,01; *** P≤ 0,001. 
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F.4 A poliaminok lebontásában szerepet játszó enzimek főbb tulajdonságai 

 

név 

(korábbi 

név) 

AGI locus 

kód  

L 
szöveti szintű 

kifejeződés 
szubsztrát ismert fiziológiai funkció 

kifejeződését indukálja 

kifejeződését 

gátolja hormon stressz PA 

AtCuAOα1 

At1g31670 

x 

 

AtCuAOα2 

(AtCuAO8) 

At1g31690 

P 

- sziklevél (sztóma) 

- gyökércsúcs 

- tranzíciós, elongációs és 

érési zóna (protoxilém) 
x 

Az argináz aktivitás 

szabályozásán keresztül 

befolyásolja a só stressz és 

elicitor indukált NO 

képződést és az elsődleges 

gyökér növekedést.  

IES 

MeJA 

árasztás 

sebzés 

 

Spd ABS 

SA 

AtCuAOα3 

(AtCuAO2) 

At1g31710 

P 

- stipulák 

- hipokotil 

- hipokotil-gyökér 

találkozási pont 

- gyökér maturációs zóna 

Put 

Spd 

x 

IES 

MeJA 

árasztás 

sebzés 

 

Put ABS 

SA 

AtCuAOβ  

(AtAO1) 

At4g14940 

A x 

Put 

Spd 

MeJA-indukált szállító 

szövet fejlődés* 

sebzés-indukált szállító 

szövet fejlődés levélben* 

MeJA sebzés 

x x 
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AtCuAOγ1  

(AtCuAO1) 

At1g62810 

A 

- sziklevél és a növekvő 

levelek apikális zónáiban 

(hidatódák és 

szállítószövetek) 

- hipokotil 

(szállítószövetek) 

- gyökér tranzíciós zóna  

Put 

Spd 

NO képződés indukciója 

révén szerep az ABS-

mediált csírázás és gyökér 

növekedés gátlásban*.  

SA-szignalizációs úton 

keresztül történő 

patogénekkel szembeni 

védekezési válaszok 

aktivációja*  

IES 

ABS 

SA 

MeJA 

árasztás 

sebzés 

fertőzés 

(flagellum) 

Put 

x 

AtCuAOγ2  

At3g43670 
A 

- sziklevél és növekvő 

levelek (hidatódák) 

- stipulák 

- gyökércsúcs 

- gyökér maturációs zóna 

(alapszövetek) 

x x 

IES 

 

árasztás 

sebzés 

 

Put MeJA 

ABS 

SA 

AtCuAOδ  

(AtCuAOδ2) 

At4g12290 

V x x 

ABS-indukált sztóma 

záródás* 

A PA homeosztázis 

megváltoztatásán keresztül 

részt vesz a GA által 

szabályozott fejlődési 

folyamatokban (csírázás, 

levél fejlődés, virágzás 

ideje) 

ABS 

x x x 

AtCuAOε1  

(AtCuAOε) 

At4g12270 

x 
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AtCuAOε2  

(AtCuAOδ1) 

At4g12280 

x 

AtCuAOζ  

(AtCuAO1 / 

AtCuAO3) 

At2g42490 

 

P 

- sziklevél és a növekvő 

levelek apikális zónáiban 

(hidatódák és 

szállítószövetek) 

- gyökér (kortex és 

endodermisz sejtek) 

Put, Spd, 

N-metil-

Put, Cad 

ABS-indukált sztóma 

záródás* 

IES-indukált oldalgyökér 

fejlődés* 

IES 

ABS 

SA 

MeJA 

flagellum 

 

x 

sebzés 

1. függelék táblázat: Az Arabidopsis CuAO-k főbb jellemzői 

Fraudentali és mtsai. (2021) és Tavladoraki és mtsai. (2016) alapján, hivatkozások a megjelölt forrásokon belül. (H2O2: hidrogén peroxid, PA: 

poliamin, Put: putreszcin, Spd: spermidin, Cad: kadaverin, MeJA: metil-jázmonát, NO: nitrogén-monoxid, ABS: abszcizinsav, SA: szalicilsav, GS: 

gibberellinsav, IES: indol-3-ecetsav) *: Az adott CuAO a PA lebontás és így H2O2 létrehozásán keresztül vesz részt a folyamat szabályozásában, 

x: jelenleg nem ismert; L: sejten bellüli lokalizáció; A: apoplasztikus; P: peroxiszómális; V: vakuoláris;  
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név /  

AGI locus 

kód 
L szubsztrát 

szöveti szintű kifejeződés funkció  

(vagy 

feltételezett 

funkció) 

Ref. 2-5 napos 

csíranövény 

5-8 napos 

csíranövény 
virág 

AtPAO1 

At5g13700 

citoszol Nor-Spm 

T-Spm 

 Spm 

- gyökér tranzíciós 

zóna  

- SAM 

-sziklevél 

-újonnan kialakuló 

levelek 

- gyökér tranzíciós 

és maturációs zóna 

(minden szövetben) 

-sziklevelek és a 

kifejlett levelek 

csúcsa 

- hidatódák 

- stipulák 

 

- portok (tapétum, 

mikrospórák: Később csak a 

mikrospóra anyesejtben 

marad erős kifejeződés 

- később portok porzószál 

kapcsolódási pont 

- vacok, szár (szállító 

szövetekben) 

- stressz 

válaszok 

- tolerancia 

fokozása (só, 

árasztás)  

- gyökér 

fejlődés 

- fertilitás 

a, d, g, i 

AtPAO2 

AT2G43020 

peroxiszóma Spm 

Spd  

Nor-Spm 

T-Spm 

N1-acetyl-Spm 

- gyökérsüveg (a 

QC-hez közelebbi 

sejtekben, kolumella 

iníciálisokban) 

- gyökér elongációs 

és differenciációs 

zóna 

- hipokotil-gyökér 

kapcsolódási ponton 

(minden szövetben) 

- hipokotil  

 

- A gyökérben 

történő kifejeződése 

a 2-5 napos 

csíranövényével 

megegyező marad.  

- RAM, SAM 

- stipulák 

- fejlődő levelek: 

főként a szállító 

szövetek körül és a 

levélnyélben (Ez a 

mintázat a későbbi 

- A korai virágfejlődés során 

megjeleik.  

- termő (bibe és 

magkezdemény fala) -

későbbi fejlődés során 

eltűnik  

- érett pollenszem: a 

pollináció és pollencső 

növekedés során megmarad 

- nektáriumok 

-csészelevelek zárósejtjei 

- gyökér 

fejlődés 

- levélér 

fejlődés 

-hajtás 

fejlődés 

-csírázás 

- csíranövény 

korai 

fejlődése 

 

a, d, f, g, 

h, i 
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fejlődés során 

eltűnik.) 

-hidatódák 

- zárósejtek 

AtPAO3 

At3g59050 

peroxiszóma Spm 

Spd 

Nor-Spm 

T-Spm 

 N1-acetyl-Spm 

- gyökércsúcs, 

gyökérsüveg (LRC 

sejtek, kolumella)  

- gyökér elongációs 

és differenciációs 

zóna (minden szövet 

kivétel az 

endodermisz) 

- hipokotil-gyökér 

kapcsolódási pont 

mellett 

- sziklevelek 

 

A mintázat a 

hipokotilban és 

gyökérben a 

korábbiakhoz 

hasonló marad. 

- stipulák 

- trichómák 

- zárósejtek 

  

- A fiatal virágrügyekben 

már megjelenik.  

- Későbbi fejlődés során: a 

termőben és portokban, 

prozószálban, 

pollenszemben.  

- A pollináció és pollencső 

növekedés során megmarad 

 

- gyökér és 

levél fejlődés 

- fertilitás 

-védekezési 

válaszok  

- ROS 

homeosztázis  

a, b, d, f, 

g, i 

AtPAO4 

At1g65840 

peroxiszóma Spm 

Spd 

T-Spm 

Nor-Spm 

 

Legerősebb a kifejeződés: gyökér, virág (a sziromlevel kivételével), 

sziklevél.  

A vizsgált 7 és 14 napos csíranövények minden szervében és szövetében 

kifejeződik.  

-sötét 

indukálta 

szeneszcencia 

- gyökér 

fejlődés 

- fertilitás 

a, d, f, g, 

i 

AtPAO5 

At4g29720 

citoszol T-Spm 

Spm 

Nor-Spm 

N1-acetil-Spm 

- sziklevél 

- hipokotil 

- hipokotil-gyökér 

kapcsolódási pont 

A mintázat a 

hipokotilban, 

sziklevélben és 

gyökérben a 

korábbiakhoz 

- A fiatal, még teljesen zárt 

virágrügyekben már 

megjelenik: főként a portok 

tapétum sejtjeiben 

-xilém 

differenciáció 

- szár 

megnyúlása 

c, d, e, g, 

i, j 
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- gyökér (tranzíciós 

zónától a hipokotil 

irányába): kortikális 

és szállítószöveti 

sejtekben 

- gyökér maturációs 

zóna: specifikusan a 

szállítószövetben 

hasonló marad, a 

későbbi fejlődés 

során erőssége 

csökken. 

- Az újonnan 

kialakuló levelek 

disztális részén majd 

a teljes levélre 

kiterjed. 

-trichómák alapi 

részén 

 

- Későbbi fejlődés során a 

portok és porzószál 

kapcsolódási pontjára és a 

porzószál felső részére 

korlátozódik.  

- csésze-, és sziromlevelek 

- termő: bibe, septum 

(pollináció után jelentősen 

csökken) 

- rozetta 

levelek és 

levél erek 

fejlődése 

- tolerancia 

fokozása (só, 

árasztás)  

- vegetatív-

reproduktív 

átmenet  

2. függelék táblázat: Az Arabidopsis PAO-k főbb jellemzői 

Az egyes poliamin-oxidázok szerv és szövet szintű kifejeződése AtPAO:: β-glükuronidáz (GUS) transzgenikus vonalak segítségével lett 

meghatározva (Fincato és mtsai., 2011), Használt rövidítések: QC: nyugvó centrum, quiescent center; LRC: lateral root cap; RAM: gyökér apikális 

merisztéma, root apical meristem; SAM: hajtásmerisztéma, shoot apical meristem; L: sejten bellüli lokalizáció; Ref.: referenciák; (a) Fincato és 

mtsai. (2011), (b) Podia és mtsai. (2023), (c) Zarza és mtsai. (2017), (d és e) Sagor és mtsai. (2016, 2021), (f) Kamada-Nobusada és mtsai. (2008), 

(g és h) Takahashi és mtsai (2010, 2019), (i) Andronis és mtsai (2014), (j) Kim és mtsai. (2014) alapján, további hivatkozások a forrásokon belül.



 


