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BEVEZETES ES CELKITUZES

A ndvényi szervezet bamulatos sajatossaga a dinamikusan valtozd kornyezethez valo
gyors ¢s hatékony alkalmazkodoképesség. A ndvény az egyes szerveinek (pl.:
gyokérrendszerének) novekedését, fejlodését a kornyezet aktudlis allapotdhoz (pl.:
vizellatottsdg) igazodva szabalyozza. A kornyezeti tényezok mellett a gyokér endogén
hormonalis rendszere (auxin és egyéb hormonok) a fejlédési folyamatok f6 szabalyozdja. A
kiils6 és bels6 regulacios elemek kozotti gazdag jelatviteli halozatban szignalmolekulak
teremtenek kapcsolatot az egyes komponensek kozott, biztositva a fejlodési és novekedési
jelek 6sszehangolésat.

Laboratoriumunk ennek, a gyokérfejlodésben megnyilvanuld kettds szabalyozasi
rendszernek a vizsgalatat tiizte ki célul. Osszehasonlitottuk egy jelentds kdrnyezeti stressz
faktor, az ozmotikus stressz és egy endogén reguldtor, az auxin gyokérndvekedésre és
fejlodésre gyakorolt hatdsat. Kiilonds figyelmet forditottunk a nitrogén-monoxid (NO)
vizsgélatara ebben a rendszerben, hiszen feltételeztik, hogy ez az ujszert, bioaktiv
jelmolekula a gyokérfejlodést szabalyozo6 szignalizacids halozat egyik kulcsfontossagu eleme
lehet.

Munkank sordn a kovetkezd kérdésekre kerestiik a vélaszt:

e Van-e¢ hasonlésdg az exogén alkalmazott auxin ¢és az ozmotikus stressz

gyokérmorfologiara gyakorolt hatasa kozott?

e Az auxin vagy az ozmotikus stressz indukalja-e a NO szintézisét a gyokerekben?

e Van-e kiilonbség az auxin-indukalt valamint az ozmotikus stressz-indukalt NO

képzddésének mértéke vagy iddbeli tulajdonsagai kozott?

e Mely enzim lehet felelés a NO szintéziséért auxin kezelés és ozmotikus stressz

alatt?

KISERLETI ANYAGOK ES MODSZEREK
Novényi anyag

- Pisum sativum L. cv. Rajnai térpe

- Triticum aestivum L. cv. GK Othalom

- Arabidopsis thaliana L. vad tipus (Col-1 és Col-0)
- Arabidopsis thaliana L. pxal mutans

- Arabidopsis thaliana L. Atnoal mutans



Doktori (Ph.D.) értekezés tézise

- Arabidopsis thaliana L. nial, nia2 mutans
Gyokérnovekedési paraméterek meghatarozasa (oldalgyokér szam, f6gyokér hossz)
A NO fluoreszcens mikroszkopos detektalasa 4,5-diaminofluoreszcein diacetattal (DAF-

2DA)

EREDMENYEK

A NO meghatarozasi modok koziil az egyik legszélesebb korben alkalmazott (a
felmeriil6 kritikak ellenére is) a DAF-2DA hasznalata, mivel in vivo €s in situ detektalast tesz
lehetové. A gyokérszegmenseket €és keresztmetszeteket DAF-2DA-val festettiik, majd Zeiss
Axiovert 200M-tipusu fluoreszcens mikroszkép alatt vizsgaltuk a mintdk altal emittalt

fluoreszcenciat.

I. Az exogén auxin és az ozmotikus stressz hatisa a gyokérzet fejlodésére és NO

tartalmara

Kisérleti eredményeink alapjat az a felismerés képezi, hogy a ndvekvd ozmotikus
stressz €s kiils0 auxin hatdsara adott gyokérfejlodési valaszok hasonloak. Mindkét kezelés
esetében, a fogyokér (FGY) hosszanak csokkenése elérte a kontroll kb. 50%-at. Az
oldalgyokér (OGY) szdm ndvekedése ozmotikus stressz hatasara 180%-0s, mig a
legmagasabb indol-3-vajsav (IBA) koncentracional kb. 280%-o0s volt. Az ozmotikus stressz ¢és
az auxin hatdsara kialakult gyokérfejlodési sajatsagok hasonlosaga ellenére, jelentds
kiilonbséget tapasztaltunk a NO felszabadulds intenzitdsaban: mig a 10° M IBA
koncentracioval kezelt gyokerekben 3-szoros, addig a 400 mOsm-os polietilén glikollal (PEG
6000) (-0.98 MPa) kezelt gyokerekben 14-szeres NO szint ndvekedést detektaltunk a
kontrollhoz képest. Az oldalgyokerek iniciacigjat a NO produkcid intenziv novekedése kisérte
mindkét esetben. A széles koncentraciotartomdnyban exogén moddon alkalmazott IBA
lehetové tette gyokérndvekedésre- €s fejlodésre iranyuld kettds hatasanak vizsgalatat: az IBA
alacsony koncentracioi (10° M-10® M) a fogyokér megnyulasnak kedveztek, melyet nem
kovetett NO felszabadulas, mig a magasabb IBA koncentraciok (107 M-107° M) az
oldalgyokér fejlodésért és a NO keletkezés indukalasaért voltak feleldsek. Az oldalgyodkér
szam emelkedése és az auxin koncentracio kozott egyenes ardnyossag volt megallapithato, de

a NO fluoreszcencia a 10™ M-os IBA kezelésnél mutatott maximumot.
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Az intenziv NO felszabadulas szorosan kapcsolt az oldalgyokerek fejlddéséhez, mivel
a NO fluoreszcencia csokkenését és a rovid primordiumok megnyulasat detektaltuk, miutan a
kozegbe helyeztiik at. A NO tartalom novekedett, €s j primordiumok jelentek meg forditott
kezelés esetén. Ezek alapjan kijelenthetjiik, hogy szoros kapcsolat van a gydkerek auxin
tartalma (exogén IBA kezeléssel modositottuk) €s a NO képzddése kozott a gyokerekben.

Az ozmotikus stressz kezelés hatasara kialakult gyokérszerkezet hasonld volt ahhoz,
amit IBA kezelés esetén tapasztaltunk. Ezért felmeriil a kérdés, hogy az ozmotikus stressz
soran akropetalisan transzportal6dé auxin felelés-e a megndvekedett OGY fejlédésért és NO
képzddésért. Kisérletiinkben az auxin poldris transzportjat gatld naftilftdlsavat (NPA)
alkalmaztuk, ¢és az OGY szam, valamint a NO szint csokkenését kaptuk, mig a FGY
megnyulasara ez a kezelés gyakorlatilag nem hatott. Az NPA OGY fejlédésre gyakorolt
csekély hatdsat azzal a ténnyel magyardzhatjuk, hogy az NPA nem gatolja az IBA
transzportjat. Ez az eredmény azonban azt is mutatja, hogy bar kis mértéken, de az indol-3-
ecetsav (IAA) is felelds az OGY képzésért.

A gyoOkeresedési folyamat és a NO keletkezés 1dofiiggésének vizsgélata sordn azt
talaltuk, hogy a 10° M IBA oldalgyokér szamra és NO fluoreszcenciara gyakorolt hatasa a
kezelés 48. ordja utdn jelentkezett. Az auxin-indukalt NO szintézis és oldalgyokér indukcid
hasonl6 iddébeli alakulasa arra enged kovetkeztetni, hogy ezen folyamatok kozott funkcionalis
kapcsolat van. Ezt a feltételezést tamasztja ald az az eredményiink is, hogy a NO
fluoreszcencia szorosan kapcsolt a gyokerek auxin szintjéhez. Az ozmotikus stressznek kitett
valamint az IBA-kezelt gyokerekben a NO keletkezés idogorbéje jelentds kiillonbséget
mutatott, hiszen az eldbbi ndvénycsoportban az inicialisok megjelenését egy tranziens NO
felszabadulas (,,stressz-NO”) eldzte meg. Az ozmotikus stressz altal indukalt NO képzdodés e
korai fazisa - mely a 24. 6raban tetdzik - vildgosan elkiilonithetd az oldalgydkér iniciaciot
kiséré NO felszabaduléastol. A PEG-indukalt két fazisa NO produkciodt Arabidopsis és buza
ndvények gyokerében is megtalaltuk, ami a jelenség altalanos jellegére utal.

Feltételeztiik, hogy a korai NO tranziens €s a késobb megjelend NO forrasa és szerepe
kiilonbozik. Ez utdobbi NO szintézis a kezelések 48. o6rdja utan, a tranziens csokkenését
kovetden indukalodott. A gyors NO akkumulacio kinetikdja a NO forrasanak fliggvénye lehet.
Amikor az ozmotikus stressz-indukélt NO felhalmozodést borsé gyokerekben a NO gydkfogd
2-(4-carboxifenil)-4,4,5,5-tetrametilimidazolin-1-oxil-3-oxiddal ~ (cPTIO) alkalmazasaval
eliminaltuk, a kontrollhoz és a 400 mOsm PEG-kezelt gyokerekhez képest csokkent

oldalgyokér szamot tapasztaltunk, ami arra utal, hogy a korai NO tranziens (‘“stressz-NO”)



Doktori (Ph.D.) értekezés tézise

sziikséges az ozmotikus stressz altal indukalt oldalgyokér fejlédéshez. Ezen eredmények a
NO kiilonboz6 forrasaira €s a szignaltranszdukcios ttban elfoglalt kiilonboz6 lokalizacidjukra
utalnak, ugyanis a NO a stressz valaszok korai lépéseiben szerepel, melyet a kiilonb6zo
utvonalak specifikacidja eléz meg.

Az indol-3-vajsav szamos ndvényfajban (borsd, kukorica, dohany, ludfli)
természetesen eléforduld auxin. Az irodalomban ellentmondd eredmények vannak arra
vonatkozolag, hogy az IBA IAA-on keresztiil hat-e, vagy 6nallé auxin hatassal rendelkezik.
Ez a kérdés a sajat kisérleti rendszeriinkben is jelentdséggel bir, vagyis, hogy az OGY
inicidlisban tapasztalt NO felhalmozddas az IBA kozvetlen hatdsa-e, vagy sem. Ennek a
kérdésnek a vizsgalatdhoz a peroxiszomalis zsirsav B-oxidacidban deficiens pxal mutans
Arabidopsis novényeket hasznaltuk, melyekben az IBA nem képes atalakulni IAA-va. A
kontroll pxal mutans gyokerek a vad tipusndl magasabb NO tartalommal rendelkeznek.
Ennek oka az lehet, hogy tobb IBA-t tartalmaznak (bar erre vonatkoz6 irodalmi adat jelenleg
nem 4all rendelkezésre), mivel ezekben nem torténik meg annak atalakuldsa IAA-va. 10° M
indol-3-vajsavval torténd kezelés a mutans oldalgyokér primordiumokban megnovelte a NO
fluoreszcenciat a vad tipust novényekhez hasonldé mértékben, ami arra enged kovetkeztetni,

hogy a NO szintézisét az IBA nem [AA-n keresztiil, hanem kdzvetleniil indukalja.

Az exogén auxin ¢és az ozmotikus stressz gyokérfejlodésre és NO produkciora gyakorolt

hatdsat az alabbiakban foglalhatjuk 6ssze:

1. Az ozmotikus stresszhatés és az exogén auxin kezelés hasonld gyokér morfologiat

crer

fogyokerek megrovidiiltek, az oldalgyokér szam gyarapodott.

2. Mindkét faktor NO felhalmozodast idézett el a gyokerekben. A NO képzddés
idébeli tulajdonsdgai azonban kiilonboztek. Az ozmotikus stressz hatdsara
kétfazisu NO akkumulacié tortént, melynek két szakaszat kiilonitettiik el: egy
tranziens NO felszabadulas (,,stressz-NO”), melyet egy lassi, nagymértékiit NO
képzddés kovet. Ezt a PEG indukalt, két szakaszban torténd NO felszabadulast
buza és Arabidopsis thaliana L. gydkerekben is megtalaltuk. Exogén auxin kezelés

hatédsara ilyen tranziens NO-cstics megjelenését nem tapasztaltuk.
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3. A ,stressz-NO” sziikséges az ozmotikus stressz altal indukalt oldalgyokér fejlodés

indukalasahoz borsdban.

4. Az IBA kozvetlen mddon - tehat nem [AA-va alakulasa utan - indukalja a NO

képzddését Arabidopsis thaliana L. oldalgyokér inicialisokban.

I1. Az auxin- valamint az ozmotikus stressz indukalta NO lehetséges enzimatikus forrasa

Miutan részleteket dolgoztunk ki a NO gyokérfejlodésben jatszott szerepére
vonatkozoélag borsd novényben, a NO lehetséges enzimatikus forrasdnak mibenlétére kerestiik
a valaszt. Ezen kisérleteinkhez vad tipusu (Col-1), Atnoal mutans (mitokondrialis GTP-az
aktivitadsban hibas) és nitrat reduktaz (NR) deficiens nial, nia2 Arabidopsis thaliana L.
névényeket hasznaltuk fel. Az exogén alkalmazott auxin (10° M IBA) a vad tipusu és az
Atnoal ndvények OGY siirliségét a kontrollhoz képest 4-szeresre ndvelte. Az auxin-kezelt
nial, nia2 mutans novények oldalgyokeér stirisége csupan a kontroll 2-szeresére valtozott.
Vad tipusti gyokérben az IBA altal indukalt NO fluoreszcencia a primordiumok teriiletére
lokalizalédott, a fogydkérben kontroll szinten maradt. Az allati NOS enzim gatlo N¢-
monometil-L-arginin (L-NMMA) nem volt hatassal a NO képzddésére, a NR enzim gatld
wolframat azonban csokkentette az IBA-indukdlt NO fluoreszcencidt. Az L-NMMA a
fogyokerek alap NO szintjét sem befolyasolta, a NR enzim aktivitdsanak gatlasa viszont a
kontroll gyokerek NO tartalmanak csokkenését eredményezte. A mutansok gydkerében
kiilonboz6 alap NO szinteket detektaltunk kontroll allapotukban (auxin kezelés nélkiil). A
nial, nia2 mutans gyOkerekben a NO tartalom a masik két ndvénycsoporthoz képest
alacsonyabb volt, ami a gyokérsejtekben miikodd NR-fliggd NO szintézis meglétére utal. Ez
Az exogén IBA képes volt a NO felszabadulast indukalni a vad tipusu as az Atnoal
novényekben, de teljesen hatastalan volt a NR-deficiens mutansban. Ez viladgosan ramutat
arra, hogy az auxin hatasara képz6dé6 NO a NR enzim aktivitasatol fligg. Az ozmotikus
stressz-indukalt NO produkcid két szakaszat kiilonitettiik el Arabidopsis gyokérben is, ezért
sziikséges volt kiilon vizsgalnunk a ,stressz-NO” és a késéi NO forrasat. Az ozmotikus
stressz kezelést kovetd 24 oraban a L-NMMA nem gatolta a NO szintézisét a vad tipusban,
viszont a nial, nia2 mutdns gyOkerekben a ,stressz-NO” megjelent. Ezekbdl az
eredményekbdl arra kovetkeztettiink, hogy a ,,stressz-NO” keletkezése fiiggetlen a NOS és a

NR enzim aktivitdsatél. Tovabbi kisérletiinkbdl kideriilt, hogy a masodik szakaszban
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megjelend PEG-indukédlt NO enzimatikus uton, NR enzim aktivitdsdhoz kapcsoltan
keletkezik, hiszen a vad tipusu €s az Atnoal mutansban a NO képzddés fokozodott, mig a NR

mutansban a PEG kezelést nem kovette NO felszabadulas.

Az exogén auxin valamint az ozmotikus stressz kezelés hatasara megjelend NO forrasaval

kapcsolatos vizsgalataink eredményeit az alabbiakban foglalhatjuk 6ssze:

1. Az exogén auxin kezelés hatasara bekovetkez6 NO produkci®6 NR enzim

miikddéséhez kapcsolt Arabidopsis thaliana L. gydkér primordiumokban.

2. Az ozmotikus stressz soran tranziens moédon megjelend ,,stressz-NO” képzddésében
sem a NR, sem pedig a NOS-enzim nem vesz részt. Ezen folyamat hatterében nem

enzimatikus szintézis utak allhatnak.

3. Az ozmotikus stressz altal indukalt kés6i NO megjelenése egyértelmiien fiigg a nitrat

reduktdz enzim mikodésétdl Arabidopsis thaliana L. gyokér inicialisokban.

Fent részletezett eredményeink nemzetkdzi, referalt folyodiratokban keriiltek kozlésre
(lasd. publikacios lista). Tudomasunk szerint ez az elsd olyan értekezés, amely részleteket
dolgoz ki a NO szerepére, enzimatikus forrasara vonatkozolag az auxin és az ozmotikus

stressz altal szabalyozott gyokérfejlodési folyamatokban.
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