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1. Bevezetés

1. Bevezetés

A ndvényi szervezet bamulatos sajatossdga a dinamikusan valtozo
kornyezethez vald gyors ¢és hatékony alkalmazkodoképesség. A ndvény az egyes
szerveinek (pl.: gyokérrendszerének) novekedését, fejlodését a kornyezet aktualis
allapotahoz (pl.: vizellatottsag) igazodva szabalyozza. A kdrnyezeti tényezok mellett a
gyokér endogén hormondlis rendszere (auxin ¢€s egy€b hormonok) a fejlédési
folyamatok f0 szabdlyozdja. A kiilsé €s belsé regulacids elemek kozotti gazdag
jelatviteli halézatban szignalmolekuldk teremtenek kapcsolatot az egyes komponensek
kozott, biztositva a fejlddési és novekedési jelek 0Osszehangolasat, azonban a
részleteket ezen a teriileten tobb tekintetben nem ismerjiik.

Laboratoriumunk ennek, a gyokérfejlodésben megnyilvanuldo kettds
szabalyozasi rendszernek a vizsgalatat tiizte ki célul. Osszehasonlitottuk egy jelentds
kornyezeti stresszfaktor, az ozmotikus stressz €s egy endogén reguldtor, az auxin
gyokérnovekedésre €s fejlddésre gyakorolt hatasat. Kiilonos figyelmet forditottunk a
nitrogén-monoxid (NO) vizsgélatara ebben a rendszerben, hiszen feltételeztiik, hogy
ez az ujszerli, bioaktiv jelmolekula a gyokérfejlodést szabalyozd szignalizacids
halozat egyik kulcsfontossagu eleme lehet.

Elsédleges vizsgalati objektumként borsd (Pisum sativum L.) ndvényeket
valasztottunk, melyekben az ozmotikus stresszt polietilén glikol (PEG 6000)
tapoldatba vald adésaval idéztiik el6. Exogén auxinként indol-3-vajsavat (indole-3-
butyric acid, IBA) alkalmaztunk indol-3-ecetsavnal (indole-3-acetic acid, 1AA)
nagyobb stabilitdsa és magasabb foku bioldgiai aktivitasa miatt. A NO jelmolekulat

egy érzékeny, in vivo €s in situ eljardssal mutattuk ki, mely sordn a mintainkat 4,5-
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diaminofluoreszcein diacetattal (DAF-DA) festettik meg és a NO-kapcsolt
fluoreszcenciat mikroszkop alatt detektaltuk.

Vizsgalatainkat az auxin, valamint az ozmotikus stressz altal indukalt NO
lehetséges enzimatikus forrasdnak kutatdsa iranyaba is kiterjesztettiik. Az allati
nitrogén-monoxid szintaz (NOS) és a nitrat reduktaz (NR) enzimek gatloszereit (N°-
monometil-L-arginin, LNMMA illetve wolframat) alkalmaztuk vad tipusu (Col-1)
Arabidopsis thaliana L. novényekben, ezzel keresve biokémiai bizonyitékot a NO
forrasadra. Emellett Arabidopsis mutans novényeket (Atnoal ¢és nial, nial) is
hasznaltunk a NO-ot szintetizald enzim genetikai szinten valo meghatarozasa céljabol.

Tudomasunk szerint jelen értekezés az elsd, mely kisérletesen igazolja a NO
részvételét valamint azonositja annak forrasat a kiils stressz tényezdk és belsd
hormonalis faktorok altal irdnyitott gyokérfejlodési folyamatokban, ezért a dolgozat

ezen a kutatési teriileten hianypotlonak tekinthetd.
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II.1. A gyokérrendszer novekedése, fejlodése

A gyokér a novényi szervezet alapvetd fontossagu része, hiszen biztositja a
tapanyag felvételét a talajbol, rogziti a ndvényt, valamint részt vesz biotikus és
abiotikus stressz valaszok kialakitasdban. Egy ndvény gyokérrendszerét kezdetben a
fédgyokér (FGY) alkotja, ami az embriogenezis soran képzddik, és 0sztdodo sejteket
tartalmaz a csucsi merisztémaban. A csirandvény fejloddése soran a FGY bizonyos
sejtjel képessé valnak az osztddasra, és posztembriondlisan oldalgydkereket (OGY)
hoznak létre. Az Gjonnan megjelend oldalgyokerek novelik a gyokérzet felszivo
feliiletét és mechanikailag szilarditjak a gyokeret. Posztembriondlis eredetiiek a
jarulékos gyokerek (JGY) is, melyek a hajtds-gyokér hatarvonalon képzddnek. A
gabonafélék (buza, rizs, kukorica) gyokérrendszerére jellemzd tovabbi hajtés eredeti,
posztembrionalis gyokerek megjelenése (Hochholdinger €s Zimmermann 2008). A
novények gyokérzete fajonként valtozd szerkezetli, és a kornyezet, melyben a ndvény
¢l, szintén hatdssal van a gyokér architekturdjara (Osmont ¢€s mts. 2007). A
gyokérrendszer szerkezetét befolydsold tényezdk kozil az OGY-ek képzddése és
fejlodése az egyik leglényegesebb faktor, hiszen az ezt meghatdrozo hormonalis és
kornyezeti jelek tobbsége hat a gyokérszorok, FGY-ek novekedésére és a JGY-ek
megjelenésére is.

Nyitva- ¢€s zarvatermd novényekben az OGY inicidlisok a FGY egy
specializalt sejtrétegébdl, a periciklusbol képzddnek. A periciklus a kdzponti henger
legkiilsé sejtsora, mely két kiilonbozd sejttipusbol all (Dubrovsky €s Rost 2005).

Arabidopsis-ban ¢€s a legtobb kétszikiiben az OGY-ek kizardlag azokbol a periciklus
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sejtekbdl  keletkeznek, melyek a fejlédd xilém szovetek szomszédsagdban
helyezkednek el, mig mas fajokban, kiilonosen gabonafélékben az OGY-ek a floém
melletti periciklus sejtekbdl alakulnak ki (De Smet és mts. 2006). Az oldalgydkér
fejlodés négy kulcsfontossdgi szakaszat kiilonitjik el: (i) a periciklus sejtek
indukcidja ¢és dedifferencidcioja; (ii) az oldalgyokér primordium megjelenése a
periciklus sejtek sejtciklusba valo belépése ¢és aszimmetrikus sejtosztédasa révén; (iii)
az OGY primordium megnyuldsos novekedése; (iv) az OGY merisztéma aktivalodasa.

(Malamy és Benfey 1997).

I1.1.1. Az oldalgyokér fejlodés szakaszait szabalyozo belso faktorok

Az oldalgyokér iniciacio

Az oldalgyokér fejlodés szakaszait befolyasolo {6 faktor az auxin (Casimiro €s
mts. 2003, Woodward és Bartel 2005). E hormon jelentdségét bizonyitja, hogy az
auxin kezelés az Arabidopsis csirandvény gyokerében kifejez6dd gének 10%-anak
expresszidjat befolyasolja (Himanen ¢és mts. 2002). Az auxin transzporterek
pozicidjanak szabalyozéasa un. ,,auxin forrd pontokat” eredményez a gyokérben. Ez a
folyamat a gyokérhez hasonldan a hajtasban is megjelenik az oldalszerv fejlodés soran
(Benkova és mts. 2003). Erdekes az, hogy az auxin jelatvite] 6nmaga szabalyozza az
auxin specifikus transzport molekuldk helyét a sejten beliil, igy a hormon aramlas
iranyat (Sauer és mts. 2006). Arabidopsis novényben az OGY inicidlist kialakito
xilém polus periciklus sejtek kisebb méretiiek a periciklus mas sejtjeinél. Ez arra utal,
hogy eltérd sejtciklus szabalyozasi folyamatok mitkddnek a kiillonb6z6 sejttipusokban.
Altaldban nem minden xilém polus periciklus sejt képez OGY kezdeményt, ami
feltételezi, hogy tobbszintli szabalyozas miikodik ezekben a sejtekben (Beeckman ¢és

mts. 2001).
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Az OGY iniciaci6 sordn lejatsz6dod auxin jelatvitel szorosan kapcsolodik
bizonyos fehérjék szabdlyozott lebontasdhoz. A folyamat soran a célfehérjék
ubiquitindlodnak, amit proteaszomalis degradaciojuk kovet (Petroski és Deshaies
2005). Az auxin receptorok (TIR1 és AFB 1-3) az F-boxot tartalmazo fehérjecsalad
tagjai (Kepinski és Leyser 2005). Auxin bekotddésének hatasara a receptor kdlcsonhat
az AUX/IAA fehérjékkel, melyek lebomlasa indukalédik. Az AUX/TAA fehérjék
olyan represszorok, melyek az ARF (auxin response factor) transzkripcios faktorral
(TF) dimerizadlodva megakadalyozzdk annak kotédését az auxin valasz gének
promoter eleméhez. Vagyis az AUX/IAA fehérjék auxin-indukalta lebomlasa gatolja
az auxin valasz gének atirédasat (Gray ¢és mts. 2001). Az egyik legfontosabb
AUX/TAA fehérje az OGY indukci6 folyamataban a SLR/IAA14. Vad tipusu
novényekben az auxin az IAA14 degradacidjat okozza, ezaltal megakadalyozza, hogy
az ARF7 ¢és ARF19 TF-ok aktivaljadk a LATERAL ORGAN BOUNDARIES
DOMAIN/ASYMMETRIC LEAVES LIKE (LBD/ASL) gének transzkripcidjat. Ezen
gének fehérjetermékei sejtosztodast szabalyozod gének transzkripciojat indukaljak
(Okushima ¢s mts. 2007). A funkcidvesztéses s/rI mutans nem fejleszt OGY-et, mivel
benne az 1AA14 fehérje stabil (Fukaki és mts. 2002). Vanneste €s mts. (2005)
Osszehasonlitottdk az auxin-indukalt transzkriptumokat vad tipusu és slr/ mutans
novények gydkerében, ¢s 913 db OGY inicidcio-specifikus gént talaltak, melyek az
auxin/slrl jelatviteli at ,,downstream” elemei. Ezek legtobbje sejtciklus-, vagy
sejtosztodas-asszocialt  gén, illetve auxin szignalizdcidban, transzportban,
metabolizmusban szerepld gén. Az IAA28 fehérje szintén fontos szerepet tolt be az
OGY indukcio folyamatdban. Az iaa28 funkcidvesztéses mutins a vad tipusnal
kevesebb oldalgyokeérrel rendelkezik: a fehérjét az auxin degradalja, és represszalja az

auxin-indukalt, OGY iniciacidban szerepld géneket. A fent emlitett mutans rezisztens

10
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exogén citokinin és etilén kezelésekre is, ami mas hormon jelatviteli utakkal valod
kapcsolddasi pontra utal (Nibau €s mts. 2008). Az OGY képzés jelatvitelének fontos
komponensei Arabidopsis-ban a VBF (VIER F-BOX PROTEINE) fehérjék is, hiszen
a VBF-deficiens novények csokkent OGY szammal rendelkeznek. Schwager €s mts.
(2007) microarray eljarast alkalmazva demonstraltak, hogy a VBF funkcidvesztés az
auxin valaszgének ¢és a sejtfal Ujraszervezddésében szerepld gének megvaltozott
expresszidjat eredményezi. Az auxin szignalizacid tovabbi komponense a NACI
transzkripcidos faktor, mely eldsegiti az OGY inicidciét, és auxin valasz
promoterekhez kotédve tovabbithatja az auxin jelet (Xie és mts. 2000). Nodzon és
mts. (2004) azonositottak egy OGY fejlédésben szerepld ubiquitin ligazt (XBAT32),
amirdl kideriilt, hogy egy RING-finger tipusu fehérje, és nagyfokl expressziot mutat a
szallitoszovet azon teriiletein, melyek az OGY iniciacidés pontokhoz kozel
lokalizalodnak.

Koztudott, hogy a periciklus sejtek a sejtciklus G1 fazisaban vannak, mig az
OGY-et képzo periciklus sejtek a G2 szakaszban rekedtek meg. Az oldalgyokeér
fejlodést indukalo jelek stimulaljak az utdbbi sejtek proliferativ osztodasat (Beeckman
¢s mts. 2001). Bar a sejtciklus 1ényeges az OGY inicidci6 folyamatdban, a mitotikus
index megndvekedése vagy az intenziv sejtosztodas a periciklusban nem stimulalja az
oldalgydkerek iniciaciojat vagy fejlodését (Vanneste és mts. 2005, Wang ¢€és mits.
2006). Ezért sziikséges elvalasztani egymastol a sejtosztodas €s az OGY kezdemény
fejlédésének folyamatat. Ugy tiinik, hogy az OGY inicidciohoz az SLR/IAA14 fehérje
auxin-indukalta lebomlasanak és a sejtciklusnak az egyidejii aktivacidja sziikséges
(Vanneste és mts. 2005). Otvds és mts. (2005) kisérletesen igazoltdk a nitrogén-
monoxid jelmolekula szerepét az auxin-indukdlt sejtosztddas aktivacidjaban

lucernaban, Correa-Aragunde és mts. (2006) pedig felismerték, hogy a NO modulélja
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bizonyos sejtciklus gének expressziojat az oldalgyokér fejlddés soran paradicsomban.
Ezen ujszerti eredmények alapjan feltételezhetjiik, hogy a NO jelmolekula lehet az
egyik komponens, ami megteremti a kapcsolatot az auxin szignalizacié €s a sejtciklus
szabalyozasa kozott. A heterotrimer G-fehérjék szintén rendelkezhetnek ezzel a
kapcsold funkcioval, hiszen f vagy v alegységiik mutacidja a sejtosztddas fokozodasat
¢s megnovekedett oldalgyokér képzddést eredményezett (Ullah és mts. 2003).

Az auxin mellett mas hormonok is befolyasoljak a gyokérzet fejlodését (1.
abra). Ilyen hormon a citokinin, mely szdmos fejlddési folyamatban az auxinnal
ellentétes hatast. Arabidopsis-ban, dohanyban €s rizsben a citokinin az OGY fejlodés
negativ reguldtora (Werner és mts. 2003, Laplaze és mts. 2007, Rani Debi és mits.
2005). Az etilén és a brasszinoszteroidok auxin-fiiggd Uton keresztiil hatnak az OGY
fejlodésre (Bao és mts. 2004). Az abszcizinsav (abscisic acid, ABA) hatasa a
gyokérfejlodés folyamataban még kérdéses. E hormon szerepét bizonyitja az, hogy az
abszcizinsav inszenzitiv abi3 mutdns csokkent érzékenységet mutat az auxin-
indukalta OGY inicidcioval szemben (Brady ¢s mts. 2003), és bizonyitottadk néhany
auxin indukalta gén ABA-altali gatolhatosdgat is (Vanneste ¢és mts. 2005).
Ugyanakkor ABA 4ltal stimuldlt oldalgyokér fejlodést talaltak rizs ndvényben (Chen

¢s mts. 2006).

(@) Ethylene BR (b) (c) (d)
1] Auxin (] [ Auxin [ Auxin
| — (Il ] —_ = * —_ = *
IBm LRPH [ * T
1 I 1 [ 1 aBa
— ——
Cytokinin Cytokinin Cytokinin

— m
P En Co Epi

1. abra Az oldalgydkér fejlédés szakaszainak hormonalis szabalyozasa Arabidopsis-ban. P, periciklus;
En, endodermisz; Co, kortex; Epi, epidermisz, LRP, oldalgyokér primordium. A xilém poélus periciklus
sejtek sziirkével jelolve. Magyarazat a szovegben. (Nibau és mts. 2008 nyoman)
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Az oldalgydkér indukci6 soran hormon fiiggetlen szignalizaciés tvonalak is
szerepelnek. A leginkdbb tanulmanyozott OGY indukcidoban szerepld fehérje, mely
hormon jelatviteltdl fiiggetleniil hat, az ABERRANT LATERAL ROOT
FORMATION 4 (ALF4). Az Arabidopsis alf4 mutéans az oldalgyokerek teljes hianyat
mutatja, még auxin jelenlétében is (Celenza €s mts. 1995), emellett az auxin nincs
hatassal az ALF4 fehérje szintjére és sejten beliili lokalizacidjara (DiDonato és mits.
2004) sem. Szintén hormon szignalizaciotol fiiggetleniil szabalyozd faktorok az
ARABIDILLO-1 és ARABIDILLO-2, melyek OGY inicidciot gatld hatassal birnak.
Az auxin eloszldsa az arabidillo mutans gyokércsucsdban normalisnak tiinik, €és az
auxin nincs hatassal az ARABIDILLO fehérjék sejtmagi lokalizacidjara (Coates €s

mts. 2006).

Az oldalgyokér primordium tovabbi novekedése és fejlodése

Az oldalgyokér iniciaciot kovetd folyamatokrol kevés ismerettel rendelkeziink,
de elmondhatd, hogy az auxin — fliggetleniil az el6z6 folyamatban jatszott szerepétol -
sziikséges a primordium tovabbi novekedéséhez (Bhalerao és mts. 2002). Tobb
egymast kovetd sejtosztdodas eredménye a primordium méretbeli ndvekedése, kup-
formaju szerkezetének kialakulasa, amik lehetévé teszik, hogy athatoljon a FGY kiils6
sejtrétegein (Nibau ¢és mts. 2008 ¢és 1. abra cd). Ehhez sziikség van az sejtek
szétvalasara az endodermiszben, a kortexben ¢és az epidermiszben. A sejt szeparacid
olyan enzimek aktivitdsdnak szabalyozéasan keresztiil valosul meg, melyek a sejtfal
ujraszervezodésében szerepelnek. Ilyen enzimek példdul a pektin metilészterdzok
(PME), pektin lidzok (PLA) (Laskowski és mts. 2006) és a poligalakturonaz (PQG)

(Gonzales-Carranza és mts. 2007) enzimcsalad.

13



II. Irodalmi attekintés

A fejlédés késObbi szakaszaban az oldalgyokér merisztémdja aktivalodik,
amihez egy, a polaris auxin transzport altal kialakitott auxin maximumra van sziikség
a primordium csucsadban. Ez az auxin felhalmozddas szamos transzkripcios faktor
aktivitasat szabalyozza (Blilou és mts. 2005). Ebben a folyamatban az abszcizinsav
szabalyozo szerepét is felismerték, ugyanis e hormon reverzibilisen blokkolja a
merisztéma aktivacidt, ami az OGY novekedés gatlasdhoz vezet (De Smet és mits.
2003). Az oldalgyokér megnyualds indukaldsdban a kulcsszerepli auxin mellett a
citokininek is pozitiv hatdsuak a folyamatban. Feltehetden auxin-fiiggetlen uton

stimulaljak a sejtciklus gének expressziojat (Rani Debi €s mts. 2005).

II.1.1.1. Az indol-3-vajsav, mint természetes auxin a novényekben

A legismertebb, természetes auxin forma a ndovényekben az indol-3-ecetsav.
Hossz évekig az a nézet uralkodott, hogy az TAA az egyetlen, mely a novényi
szovetekben természetes koriilmények kozott auxin hatdssal bir. Eldszor Bayer
mutatta ki kromatografias eljarassal 1969-ben, hogy a dohdny levelében az IBA egy
természetes, endogén komponens. KésObb tomegspektrometriaval kombinalt
gazkromatografidval mutattdk ki, hogy a borsé gyokerében €s hajtasaban més auxin
formak mellett megtaldlhato az IBA is. Ez a tipusu auxin biologiailag aktivnak
bizonyult, hiszen képes volt indukdlni az oldalgyokér primordium fejloddését
(Schneider és mts. 1985). Az is bizonyossa valt, hogy az IBA az IAA-nal kisebb
koncentracidban talalhatdé meg a szovetekben. Az IBA az Arabidopsis teljes szabad
auxin raktdranak 25-30%-at alkotja (Ludwig-Miiller és mts. 1993). Azo6ta szdmos

novényfajban, példaul Arabidopsis thaliana-ban (Ludwig-Miiller és mts. 1993) és
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kukoricaban (Ludwig-Miiller és Epstein 1991) azonositottak az indol-3-vajsavat, mint

természetes auxint.

Az IBA fizioldgiai hatasai

Az IBA legismertebb hatdsa a jarulékos gyokerek indukcidja szar
szegmenseken (Epstein és Ludwig-Miiller 1993). Emellett az IBA hatdsa az OGY
képzésben szintén ismert. Annak ellenére, hogy az [AA-nal alacsonyabb
koncentracibban van jelen a szovetekben, az OGY indukédldo hatdsa mégis
kifejezettebb, ami feltehetden nagyobb stabilitdsdbdl adodik (Chhun és mts. 2003).
Szamos tanulmany megallapitotta, hogy az IBA IAA-va alakulva stimuldlja az OGY-
ek novekedését ¢és fejlodését (Zolman és mts. 2000). Ezt Chhun és mts. (2004)
megcafoltdk, mivel azt tapasztaltdk, hogy az exogén IAA kezelést rizs ndovény
tapoldataban alkalmazva az OGY képzddés gatlodott, a hajtast kezelve azonban
hatasosnak bizonyult az OGY siirtiség emelésében. Az IBA kezelés esetén ennek épp
az ellenkezdjét tapasztaltak, vagyis az IBA OGY indukalo hatassal csak tapoldatban
alkalmazva rendelkezett. Ebbdl arra kovetkeztettek, hogy az IBA hatdsa az OGY
fejlodésre kozvetlen, vagyis nincs sziikség 1AA-va vald atalakuldsara hatasanak
megjelenéséhez. Tovabbi bizonyitékok is léteznek az IBA 6nalld, IAA-t6] fliggetlen
auxin hatasara vonatkozdlag. Az IBA olyan koncentraci6 tartomanyban indukalt JGY
fejlodést, ahol az IAA hatéastalannak bizonyult. Kiilonb6zd stressz koriilmények
(szarazsag-, so0-, ozmotikus stressz) az IBA szintézisét indukaljak, igy ndvelik az
endogén IBA szintet, ugyanakkor az IAA képzddésére nincsenek hatassal (Ludwig-
Miiller 2000). Ezek alapjan kijelenthetjiik, hogy az indol-3-vajsav szamos

ndvénytajban természetesen megtalalhatod auxin, mely 6nallo hatassal rendelkezik.
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Az IBA bioszintézise

Az IBA in vivo szintézisének tobb utja lehetséges a ndvényekben: (1) az IAA
bioszintézis€hez hasonlé ut, melynek prekurzora a triptofan, (2) a zsirsav
bioszintézishez hasonlé lanchosszabbodasi reakciok, (3) IAA szubsztratbol kiindulo
utvonal, (4) nem triptofan-kapcsolt utvonal (Ludwig-Miiller 2000). Az IAA IBA-va
valo atalakulasat sotétben nott kukorica csirandvényekben mutattdk ki (Ludwig-
Miiller és Epstein 1993). A reakcio6 a levelekben a koleoptil és gyokérszegmensekhez
képest nagyobb mértékben tortént meg. Ennek a szintézisttnak a megtorténtét leirtak
Arabidopsis thaliana csira- és kifejlett novényekben is (Ludwig-Miiller és Epstein
1993). Az IBA keletkezése soran az IAA karboxil-csoportja acetil-koenzim A-val
(acetil-CoA) acetilalodik (Ludwig-Miiller és Epstein 1991).

Ludwig-Miiller €s mts. (1995) az IBA in vitro keletkezését vizsgalva kukorica
csirandvényben kimutattak, hogy az IBA bioszintézise mikroszémalis membranhoz
kapcsolt folyamat, amihez acetil-CoA ¢&s adenozin-trifoszfat (ATP) jelenléte
sziikséges. Ez egy kétlépéses reakcio, amiben egy koztitermék is felszabadul. A
reakcido masodik 1épése soran az intermedier IBA-va alakul sotétben nevelt kukorica
novényben. A reakciot katalizald enzimet azonositottak és részlegesen tisztitottak, €s
IBA szintetdznak nevezték el. Kisméreti, kb. 30 kDa-os fehérje, mely savas
izoelektromos ponttal rendelkezik ¢és az endoplazmatikus retikulum (ER)
membranjaban lokalizalodik.

Az IBA szintetdz enzim aktivitsa szarazsag-, s6- és ozmotikus stressz hatdsara
nagymértékben ndtt, mig nagy mennyiségii viz gatolta az enzimet. Mivel ABA exogén
alkalmazasa szintén stimuldlta az IBA szintetazt, nagy a valdsziniisége, hogy a
szarazsagstressz az ABA felhalmozddason keresztiil aktivdlja az enzimet. Ezzel

parhuzamosan az IBA endogén koncentracidja szintén megemelkedett mind a
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szarazsagstressz, mind az ABA kezelés hatdsara. A vizstressz a jol 0Ontozott
novényekhez képest megvaltozott gyokérszerkezetet alakitott ki kukorica esetén: a
gyokerek ¢és a gyokérszOrok szdma megndvekedett. A szerzék mindebbdl arra
kovetkeztetnek, hogy az IBA lehet a felelds a megvaltozott gyokérstruktira

kialakulasaért szarazsagstressz alatt (Ludwig-Miiller és mts. 1995).

Az IBA metabolizmusa

Az indol-3-ecetsavhoz hasonléan az IBA is képez konjugitumokat a
szovetekben. A leggyakoribb forma az IBA-gliikk6z, amely jelenlétét szamos kétszikii
novényben kimutattdk Arabidopsisban emellett nagy mennyiségi IBA-észter

konjugatumot is azonositottak (Ludwig-Miiller €s mts. 1993).

Az IBA transzportja

Az indol-3-vajsav transzportjanak a gyokérben az IAA-hoz hasonléan két utja
lehetséges: a gyOkér alapjatél a gyOkércsucs felé iranyuld akropetalis és a
gyokércstcstol a gyokéralap felé irdnyuld bazipetalis transzport. Kiilonbség azonban a
két auxin forma kozott, hogy az IBA transzportja nagyobb mértékii €s nagyobb
sebességli. Az IAA transzport gatld naftilftalsav (naphtylphtalamic acid, NPA) és
2,3,5-trijodbenzoesav  (triiodobenzoic acid, TIBA) nincs hatdssal az IBA
transzportjara, igy feltehetéen ez az auxin forma mas szallitdo fehérje komplexeket
haszndl a transzportja soran. Az IAA ¢és az IBA szallitasat 0sszehasonlitottdk vad
tipusu, auxI-7 és eirl-1 Arabidopsis mutansokban. E két utdobbi ndvénycsoport olyan
génekben deficiens, melyek IAA influx és efflux hordozdkat kodolnak (Parry €s mits.

2001, Friml és Palme 2002). Ezekben a ndvényekben a vad tipushoz teljesen hasonlo
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IBA transzportot talaltak, ami arra utal, hogy az IBA szallitasa nem igényli az AUX1

¢s az EIR1 fehérjék aktivitasat (Rashotte és mts. 2003).

IBA mutans Arabidopsis novények

Az indol-3-vajsav fiziologiai szerepének tisztazasa céljabol az elmult években
kiilonbdz6 mutansokat azonositottak.

A rib I (resistant to IBA) Arabidopsis mutans rezisztens IBA és 2,4-dikloro-
fenoxiecetsav (2,4-dichlorophenoxyacetic acid, 2,4-D) kezelésekre, de a vad tipushoz
hasonlé valaszt ad 1AA-ra, naftilecetsavra (naphtylacetic acid, NAA), citokininre,
ABA-ra valamint etilénre. A mutans rovid fogyokérrel és megnovekedett szamu
oldalgyokérrel rendelkezik, de a kifejlett ndvény fenotipusosan nem kiilonithetd el a
vad tipustol. A rib 1 kornyezeti stimulusokra adott valaszai varidbilisak; ezek alapjan
a mutans elkiilonithetd az [AA-vélasz fenotipustol, ami arra enged kdvetkeztetni,
hogy az IBA a valddi endogén auxin Arabidopsis-ban (Poupart ¢s Waddell 2000,
Poupart és mts. 2005).

Ujabban azonositottak néhany peroxiszomalis zsirsav p-oxidaciéban deficiens
mutans vonalat is, melyek nagy része hibas kiilonb6z6 IBA valaszokban (Zolman és
mts. 2000). Ezek kozé tartozik a pxal (Peroxisomal ATP-binding Casette 1)
Arabidopsis mutans, ami a vad tipussal (Col-0) ellentétben IBA kezelésre nem mutat
OGY indukciot. A mutans csirdzasa hozzaadott cukor nélkiil nem torténik meg, ami a
zsirsav PB-oxidacidban vald defektusra utal. Az indol-3-vajsav indol-3-ecetsavva
alakuldsa a zsirsav B-oxidaciohoz hasonld folyamat, igy a pxal mutans nem képes az
emlitett reakciora. A muténs fenotipusa a vad tipushoz hasonl6, bar kisebb rozettaval,
valamint kevesebb levéllel ¢és oldalgyokérrel rendelkezik. A PXAl egy, a

peroxiszoOma membranjaban lokalizdlod6 ABC (ATP-binding Casette)-transzporter
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fehérje, mely a zsirsav-CoA észterek mellett az IBA-CoA peroxiszoOmaba irdnyuld
szallitasat végzi. A peroxiszOma alapallomanyéaban torténik meg az IBA tobblépéses

atalakulasa IAA-va (Zolman és mts. 2001, 2. abra).
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2. abra A PXAI fehérje funkcidjanak modellje
(Zolman és mts. 2001 nyoméan)

I1.1.2. Az oldalgyokér fejlodés szakaszait szabalyozo Kkiilsé/kornyezeti

faktorok

A novények helyhez kotott életmodu €l6lények, ezért dinamikusan kell
alkalmazkodniuk a valtoz6 kornyezethez. Az abiotikus és biotikus tényezdkre

reagalva a novények fenntartjdk a gyokérzetikk nagyfoku valtozékonysagat, igy a

19



II. Irodalmi attekintés

kornyezeti  korilményektdél — fliggéen — kiilonb6zé  gyokér  architektaraval
rendelkezhetnek.

A gyokérzet adaptacidja a talaj nitrogén ellatottsagdhoz ennek a fejlddési
plaszticitdsanak kitlind péld4ja. Nagy nitrogén koncentracidé ugyanis gatolja az
oldalgyokér fejlodését az inicidcid utan, de még a merisztéma aktivacio elott. Ez a
hatds megfordithatd, hiszen a novényeket csokkentett nitrogén tartalmu kozegbe
helyezve az OGY fejlodés gatlasa 24 oran beliil megsziinik. A jelenség reverzibilis
jellege azt mutatja, hogy a novények gyorsan képesek valaszolni a talaj valtozo nitrat
tartalmara (Zhang ¢és Forde 1998). A foszfor szintén fontos tipanyag, melyet a
novények elsddlegesen inorganikus foszfat (Pi) formajaban a gyokereken keresztiil
vesznek fel. Foszfor-hidnyos Arabidopsis-ban a fogyokér ndvekedése ledll, az
oldalgyokerek szdma ¢és megnyuldsa azonban fokozddik, igy egy erdsen elagazo
gyokérrendszer alakul ki (Williamson és mts. 2001, Lopez-Bucio és mts. 2002). A
szulfat-deficiens gyokerek mas képet mutatnak: gyorsan nodvekednek, az
oldalgydkereik nagyobb szdmban, korabban, a gyokércsucshoz kozelebb jelennek
meg (Kutz és mts. 2002).

A vizellatottsag kiilondsen nagy hatdssal van a gyokérrendszer fejlodésére.
Takahashi és mts. (2003) megallapitdsa szerint a ndvények a nedvesebb talajrétegek
felé novekednek, és elkeriilik a magas ozmolaritast teriileteket. Egyes eredmények
szerint, a vizhidny az OGY-ek fejlodését gatolja, bar az iniciacidjukra nincs hatassal
(van der Weele és mts. 2000). A vizstressz sordn bekovetkezd gyokérndvekedési
valaszok molekularis mechanizmusa kevéssé ismert, bar az abszcizinsav nagy
valdszinliséggel szerepet jatszik ezekben a folyamatokban. Az ABA-deficiens aba2-1
¢€s aba3-2 mutansok a vad tipushoz képest kiterjedtebb gyokérzettel birnak ozmotikus

stressz alatt (Deak és Malamy 2005). A LATERAL ROOT DEVELOPMENT 2
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(LRD2) ¢és a CYTOPLASMIC INVERTASE (AtCYT-INVI) génben mutans
Arabidopsis novények az ABA-deficiens mutansokhoz hasonld fenotipussal
rendelkeznek (Deak és Malamy 2005, Qi ¢s mts. 2007). Ez arra utal, hogy az ABA
hormon ¢és az LRD?2 gén terméke szerepel abban a folyamatban, mely soran elddl,
hogy az OGY primordiumok hany szézaléka fejlodik oldalgyokérré normal és stressz
koriilmények kozott (Deak €s Malamy 2005). Az ABA-nak ¢€s a szarazsag stressznek
hasonlo, talan szinergikus hatdsa van az OGY fejlédésben. Néhany drought inhibition
of lateral root growth (dig) mutins megnovekedett szenzitivitdst mutat ABA-ra,
emellett pedig ezek a ndvények szdrazsag toleransnak bizonyultak, mig masok ABA-
ra csOkkent OGY-gatlo valaszt adtak, és szarazsag szenzitivnek mutatkoztak (Xiong
¢s mts. 2006). A dig3 mutins normalis OGY novekedést mutat stressz alatt,
ugyanakkor érzékeny a szarazsagra. Erdekes az, hogy a dig3 mutans novények a vad
tipusnal kisebb méretiiek jol 6ntdzott koriilmények kozott, ami arra utal, hogy az ABA
¢€s a szarazsag stressz jelatvitel komponensei kozott altalanos névekedési regulatorok
is szerepelnek (Xiong és mts. 2006). Csicseriborsoban (Cicer arietinum) a szarazsag
altal aktivalt CAP2 (C. arietinum AP2) TF stressz-indukalta gének dehidracid-valasz
eleméhez kotddik (Boominathan és mts. 2004, Shukla és mts. 2006). A CAP2-t
kifejezd transzgenikus dohany so- €s ozmotikus stressz tolerans, feltehetben OGY
szamanak nagymértékii novekedése végett. Ezekben a novényekben szdmos auxin
valasz gén indukalddott, ami a szarazsag- és sostressz valaszok, valamint az endogén
auxin-kapcsolt fejlddési folyamatok kozotti 6sszekottetésre utal (Shukla €s mts. 2006).

A sostressz, mely szorosan kapcsolddik a szarazsagstresszhez, szintén
atprogramozza a gyokérrendszer fejlédését. Arabidopsis thaliana L. ndvényben a
sostressz csOkkent gyokérhosszt, erdsen redukaldodott merisztematikus zonat és az

OGY inicialisok szdmanak csokkenését eredményezi, ami egyiitt jar szamos sejtciklus
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gén expresszidjanak gatlasdval (Burssens €és mts. 2000). Azonban a soOstressz
indukalhatja is az OGY szam novekedését. He XJ. és mts. (2005) sostressznek kitett
Arabidopsis novényekben az OGY szdm novekedését és a FGY hossz csokkenését
tapasztaltak. A soOstressz altal szabalyozott NAC2 transzkripcios faktor nagymértéki
expresszidja az OGY képzddés megnovekedését okozza a gyokérhossz megvaltozasa

nélkil (He XJ. és mts. 2005).
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I1.2 A nitrogén-monoxid

11.2.1. A NO Kkutatasanak torténete

Az utobbi idében mind tobb kutatds alanya a nitrogén-monoxid, mint a
novényi, allati és emberi szovetekben eldforduld szignalizacidos kulcsmolekula.
Gyarapszik azon biologiai folyamatok szama, melyek indukciojat vagy szabalyozéasat
a NO-nak tulajdonitjak. Ezt a molekuldt mar régota ismerték a légszennyezd NOy
komplex (NO és nitrogén-dioxid [NO;]) komponenseként, ami a Chapman reakcidban
képes a sztratosz- és troposzféraban taldlhaté 6zont (O;) oxigénné (O) alakitani
(Howard 1980, Sandermann 2001). 1987-ben Salvador Moncada ¢és munkatarsai az
EDRF-ként (endothelium-derived relaxing factor) kordbban mar ismert vegyiiletrdl
kimutattdk, hogy valojadban a NO-dal azonos. Ekkortol keriilt szamos kutatas
kozéppontjaba ez a valoban érdekes, sokrétli funkcidoval bir6 molekula. 1992-ben a
Science tudomanyos folydirat az ,,Ev Molekul4ja”-nak nevezte a NO-ot, ami tovabb
népszertsitette azt. Az 1998. évi orvosi ¢és ¢€lettani Nobel-dijat Robert F. Furchgott,
Louis J. Ignarro és Ferid Murad kapték, mert felismerték, hogy a NO az €16 szervezet
alapvet6 szignalmolekuldja.

A novények NO termelésének kutatdsa viszonylag ujkeletli, hiszen el0szor
1975-ben irtdk le a ndvények NO kibocsatasat (Klepper 1975). Az azota eltelt harom
évtizedben az aktiv ndvénybioldgiai kutatasoknak koszonhetéen a NO szerepét
szamos ¢lettani folyamatban felismerték, mint példaul biotikus és abiotikus
stresszekre adott véalaszreakciokban (Delledonne és mts. 1998, Xing és mts. 2004),

novekedési- és fejlddeési folyamatokban (Correa-Aragunde és mts. 2004), sejthalal
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soran (Durner ¢és mts. 1998) valamint oregedési folyamatokban (Leshem és mits.
1998).

Latjuk tehat, hogy az eldészor EDRF-ként azonositott NO valojaban egy
allatokban és novényekben egyarant megtalalhatdo multifunkciondlis szignalmolekula,

mely sokrétii hatasat fizikai €s kémiai sajatossagainak kdszonheti.

I1.2.2. A NO fizikai-kémiai tulajdonsagai

A NO (N=0O) egy sok szempontbdl jellegzetes szabadgyok molekula. n
palyajan egy parositatlan elektront (e) tartalmaz, vagyis nyilt elektron szerkezettel
rendelkezik. Egy e felvételével illetve leadasdval egy energetikailag kedvezdbb
szerkezetet tud kialakitani, igy harom formdja létezik a biologiai rendszerekben:
nitrogén-monoxid gyok (NO"), nitrozénium kation (NO"), nitroxil anion (NO"). Ezek a
NO formak gyors redox reakciokban egymasba alakulnak (NO" + ¢” > NO™ vagy NO
> NO' + ¢). Szobahémérsékleten és atmoszférikus nyomason szintelen, szagtalan
gaz, mely vizben kevésbé oldodik. Hidrofob tulajdonsaga révén diffuzioval képes
athatolni a biologiai membranokon. Egyéb reaktiv szabadgyokokhoz képest hosszu a
feleletideje (szovetekben 3-6 masodperc), mely fligg sajat koncentraciojatol: ha
koncentracidja kisebb, mint 1 pmol/l, akkor fél¢letidejének hossza perces, Oras
nagysagrendii, ha azonban a NO 1 pmol/I-nél nagyobb koncentracidban van jelen a
feleletidd masodpercekre rovidil. A féléletidd a célmolekuldinak (hemoproteinek,
hidrogén- peroxid, oxigén stb.) koncentraciojatol is fligg (Stohr és Ullrich 2002).

A NO gyorsan reagal molekularis oxigénnel, aminek az eredménye NO,, s ez
vizes kOzegben gyorsan nitrattd (NO;3") €s nitritté (NO;) alakul. A NO szuperoxid

anionnal (O;7) vagy hidrogén-peroxiddal (H,O;) torténd reakcidja peroxinitrit
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(ONOO) keletkezéséhez vezet, ami egy erés, oxidaldo molekula. Erdekes modon a
novényi sejtek ellendllonak mutatkoznak ezzel az oxidaldo hatassal szemben
(Delledonne és mts. 2001), s6t a peroxinitritnek, mint a NO szadrmazékanak sajat
szignalizacios Utja is ismeretes, miszerint nitrdlni képes fehérjék tirozin aminosavat,
igy nitrotirozint képez. Kisérletes bizonyiték a reakcid in vivo megtorténtére, hogy a
fehérje tirozin nitrdci6 megndvekedését mutattdk ki so stressz alatt oliva ndvény
levelében (Valderrama és mts. 2007). Ezenkiviil a NO a reverzibilis, S-nitrozilacios
reakci6 soran kdlcsonhat fehérjék cisztein aminosavanak tiol (SH) csopotjaval, €s S-
nitrozotiol (RSNO) csoport keletkezik (1).
(1) RSH + HNO, <> RSNO + H,0

Emellett a NO alacsony molekulastlyu tiolokkal (pl.: glutation, GSH) valo
reakcioja is ismert, melynek eredménye S-nitrozilalt glutation (GSNO) keletkezése.
Alacsony pH-n (pH<3.5) a nitrozilald molekula a NO', mig magasabb pH
tartomanyban a dinitrogén-trioxid (N,Os), mivel ebben az esetben a nitrozonium
kation felszabadulasa gatolt (2).

(2) GSH + N,O3 - GSNO + NO, + H”

Az S-nitrozotiol vegyiiletek maganal a NO-ndl stabilabbak, féléletidejiik vizes
oldatban tobb nap is lehet. Képesek NO-ot felszabaditani magukbol, az S — N kotés
termo-, vagy fotolizisével, illetve 4tmeneti fém ionok (Fe*" vagy Cu") redukciojaval,
ezért az S-nitrozotiolok a NO mobil raktarainak tekinthetok, valamint NO- donorként
alkalmazhatok. Az S-nitrozotiolok mellett a NO fontos raktarai a sejtekben,
szovetekben jelenlévd un. dinitrozil-vas komplexek (dinitrosyl-iron complex, DNIC).
Az S-nitrozotiolokhoz hasonloan stabilak, igy NO transzportot is megvaldsithatnak a

novényekben (Graziano €s Lamattina 2007).
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I1.2.3. A nitrogén-monoxid képzédése az élolényekben

11.2.3.1. A NO szintézise allati szovetekben

A NO allatokban els@sorban enzimatikus uton keletkezik a nitrogén-monoxid
szintaz (EC 1.14.13.39) miikddése révén. Ezek az enzimek evoluciosan konzervalt
citoszolikus vagy membrankotott izoenzimek, melyek az L-arginin 5 elektronos
oxidaciojat katalizaljak N-hidroxi-L-arginin koztiterméken keresztiil L-citrullinna és
NO-da oxigén ¢és nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat (NADPH) jelenlétében
(Nappi és mts. 2000) Az enzim 3 izoformajat irtdk le, melyek kiilonb6z6 szévetekben
fejezddnek ki. Az endotelidlis (eNOS), neuronalis (nNOS) NOS enzimek
konstitutivak, mig az iNOS (indukélhaté NOS) gén expresszidja gyulladasos faktorok
¢s citokinek jelenlétében a makrofdgokban fokozodik (Nathan és Xie 1994). A NOS
enzimek szerkezetére jellemzd, hogy homodimerek, ¢s mindkét alegységliknek két
doménje van: az N-terminalis oxigendz €s a C-terminalis reduktaz. Az eldbbi domén
egy P450 tipusu hem centrumot és egy tetrahidrobiopterin (BH4)-koté elemet, az
utobbi pedig flavin-adenin-dinukleotid (FAD)-, flavin-adenin-mononukleotid (FMN)-
¢s NADPH-ko6té helyeket tartalmaz, mig a két domén kozott kalmodulin-kotd hely
talalhato. Ebbél kovetkezik, hogy az enzim szabalyozé faktora a kalcium (Ca®)-
kalmodulin. Az enzim kutatasban hasznalt gatloszerei szubsztratjanak, az L-
argininnek analogjai (pl.: L-NMMA) Az enzim szerkezete és az 4ltala katalizalt
reakcio az 3. abran lathato.

Olyan betegségekben, melyek soran acidozis és hipoxia torténik (pl.: ischémia

vagy shock) a NO NOS-fiiggetlen szintézisuton is képzOdhet. Ez esetben nitrit
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redukcidja torténik meg mioglobin, anoxids mitokondrium, hemoglobin vagy xantin-

oxidoreduktaz (XOR) altal.
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Guanyl cyclase PO

3. abra Az allati NOS enzimek szerkezete és mikodése
(Poulos és mts. 1998 nyoman)

11.2.3.2. A NO keletkezésének lehetséges titjai novényekben

A novényi NO keletkezése az allatokénal 1ényegesen komplexebb folyamatok
Osszessége. Mig az allati szovetekben a NO szintézise foként enzimatikus uton
torténik, addig novényekben - amellett, hogy tobb enzim részvételével is szamolnunk

kell- szamos nem enzimaktivitdshoz kotott forras is lehetséges.
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11.2.3.2.1. A NO keletkezésének nem enzimatikus utjai novényekben

Els6ként a nem enzimatikus NO keletkezés két lehetdségét irtak le, vagyis a
nitrogén dioxid fény iranyitotta atalakuldsat NO-da, mely folyamatot a karotinoidok
katalizadlnak. A reakcio a NO, karos hat4sai (membranlipidek oxidacidja, DNS direkt
mutacidja, egyes szali DNS torések stb.) elleni védelem egyik eleme (Cooney és mits.
1994). A NO keletkezés masik, enzimaktivitds nélkiili Gtja a nitrit spontdn kémiai
redukcioja NO-da savas pH-n (Klepper 1991). Ezt a reakciot arpa aleuron sejtek
apoplasztjaban figyelték meg (Bethke és mts. 2004). Ezen kiviil a NO szarmazhat
szimbionta mikroorganizmusok tevékenysége révén, nitrifikdcios és denitrifikécios

folyamatokbol.

11.2.3.2.2. A NO enzimatikus szintézise novényekben

Az irodalomban jelenleg nincs egységes allaspont az allatihoz hasonlé NOS
enzim(ek) létezésével kapcsolatban. A vita kiindulépontja Guo és mts. (2003)
felfedezése volt, akik Helix pomatia szekvencia homologot hasznalva azonositottak a
NOS-t koédold génszekvenciat Arabidopsis-ban, amit AtNOSI1-nek (Arabidopsis
thaliana nitric oxide synthase 1) neveztek el. A gén terméke képes volt az L-
arginin—> L-citrullin reakciora. Létrehoztak a T-DNS inszercios Atnos! mutanst, mely
csokkent NO szintézist mutatott ABA-kezelt zarosejtekben ¢és gyokerekben. Késdbb
mas kutatocsoportok nem tudtak reprodukalni az eredményeket, igy kérdésessé valt,
hogy a szekvencia valoban NOS-t kodol-e. A felmeriild kritikdkra (Zemojtel és mts.
2006), Crawford ¢€s csoportja azzal valaszolt, hogy atnevezték a szekvenciat AtNOAI-

re (Arabidopsis thaliana nitric oxide associated 1) és kijelentették, hogy bar az
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AtNOSI1 gén terméke nem NOS, mégis fontos szerepe van a NO szintézisben
(Crawford és mts. 2006). Ezek utan az allati NOS enzim kiilonb6zd gatloszereit (pl.
L-NMMA) hasznalva tobb ndvényfajban a NO produkcio és/vagy hatas elmaradasat
tapasztaltak, ¢s L-arginin-fliggd vagy L-NMMA-szenzitiv NO szintézisrdl beszélnek
(Zhao ¢és mts. 2007). Lucerna levélprotoplaszt eredetii sejtek osztodasi ciklusba
Iépéséhez egy LNMMA-szenzitiv enzim, feltehetden a lucerna nitrogén-monoxid
szintdz aktivitasara van sziikség (Fehér 2006). Liu és mts. (2007) a kozelmultban egy
NOS-szerli fehérjéhez hasonld proteint azonositottak Vicia faba zardsejtjeiben.
Legajabb eredmények azonban arra mutatnak ra, hogy az AtNOS1 nem képes az
arginin kotésére €és oxidalasara, vagyis nincs kozvetlen szerepe a NO szintézisében.
Kimutattak, hogy az AtNOS1/AtNOAI fehérje egy ciklikus GTPé4z, ami képes a
mitokondridlis riboszoma kotésére ¢és stabilitdsanak kialakitdsara. Az Atnoal
mutansban a riboszoOma/RNS 0Osszerendez0dés hibds, ami a reaktiv oxigénformak
(ROS) megndvekedett produkcidjat okozza. A O, és kiilonbozo lipid gyokok gyorsan
reagalnak a NO-dal, igy lehetséges, hogy a mutansban csokkent NO szint detektalhatd
(Moreau és mts. 2008). A kiilonb6z6 modszerekkel meghatarozott NOS aktivitasokat

az 1. tablazat foglalja 6ssze.
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Faj/Szovet- vagy sejttipus

Modszer

Referencia

Pisum sativum/Levél

Pisum sativum/Levél peroxiszoma

Lupinus albus/Gyokér és nddusz

Mucuna hassjoo

Glycine max/Ps. syringae-fert6zott sejtszuszpenzid
Nicotiana tabacum/TMV-fertdzott levél

Glycine max/embrionalis axis

Zea mays/gyokér csucs és fiatal levél

Taxus brevifolia/kallusz

Nicotiana tabacum/levél epidermisz sejtek

Nicotiana tabacum/sejtkultira

Arabidopsis thaliana/sejtkultira

Petrosilenum crispum/sejtkultura
Glycine max/kotiledon

Sorghum bicolour/mag

NOS inhibitorokra érzékeny NO gaz emisszio
Arginin-citrullin médszer

elektron paramagneses rezonancia (EPR)
Arginin-citrullin médszer

Arginin—citrullin médszer

NOS inhibitorokra érzékeny NO produkcio
Arginin-citrullin médszer
NADPH-diaforaz aktivitas
Arginin-citrullin médszer

NOS inhibitorokra érzékeny NO produkcio
NOS inhibitorokra érzékeny NO produkcio
NOS inhibitorokra érzékeny NO produkcio

Arginin-citrullin médszer
NADPH-diaforaz aktivitas
EPR

Leshem és Harmathy (1996)
Barroso és mts. (1999)
Corpas ¢és mts. (2004)
Cueto és mts. (1996)
Ninnemann és Maier (1996)
Delledonne és mts. (1998)
Durner és mts. (1998)

Caro és Puntarulo (1999)
Ribeiro és mts. (1999)
Pedroso és mts. (2000)
Foissner és mts. (2000)

Tun és mts. (2001)

Modolo és mts. (2002)

Simontacchi és mts. (2004)

1.tablazat Kiilonb6z6 ndvényfajokban detektalt NOS aktivitasok (del Rio és mts. 2004

nyoman).

A NO bioszintézisért felelds egy, a nitrdt metabolizmusban szerepet jatszo

enzim is, a nitrdt reduktdz (EC 1.6.6.1). A NR egy 200 kDa-os, NADPH-fliggo,
cianid érzékeny enzim, ami 6,75-0s pH optimummal rendelkezik. Elsddleges feladata
a nitrat nitritté¢ redukalasa egy NADPH-fiiggd reakcidban, emellett azonban képes a
nitritb6] NO-t €s peroxinitritet fejleszteni szintén NADPH segitségével (Yamasaki €s
Sakihama 2000). NR-deficiens sz6ja mutanst haszndlva Dean és Harper (1986) azt
talalta, hogy ezen ndvények ellentétben a vad tipussal nem fejlesztenek NO-t.
Arabidopsis-ban 2 gén kodolja az enzimet: NIA1 és NIA2. Ezen gének termékeinek
hasonlé az aminosav sorrendje, de kiilonb6z6 mértékli a N metabolizmusban betoltott
szerepiik. Mig a NIAI a nitrogén asszimilacido 20 %-aért, a NIA2 annak 80%-aért
felelés. A nial, nia2 mutans Arabidopsis mindkét génben deficiens, igy a vad tipust

novények NR aktivitasanak csupan 1%-at mutatja (Wilkinson és Crawford 1993).
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Ezen novények zardsejtjeiben a vad tipushoz képest csokkent NO produkciot
detektaltak ABA kezelés hatdsara, ami a NR enzim NO szintézisben betoltott szerepét
bizonyitja (Deshikan és mts. 2002). Modolo és mts. (2006) azonban a nial, nia2 dupla
mutansban megfigyelt csokkent NO szintet azzal magyaraztak, hogy a gatolt N
metabolizmusbol eredd redukalt arginin tartalom miatt a NOS-kapcsolt szintézistt
nem megy végbe. Ezt a kérdést szimpla mutansok felhasznalasaval tisztaztak. A nial
mutans segitségével- melyben a N metabolizmus 80%-0s hatékonysaggal végbemegy
- bizonyitottdk, hogy az ABA-indukalt NO forrasa a NIA1 gén terméke (Bright és
mts. 2006).

Magasabbrendli novényekben a NR homodimerként fordul eld, alegységei
100-115 kDa-osak. Egyes ndvényekben tetramer enzimszerkezet is eléfordul. A
spendt nitrat reduktaza 926 aminosavbdl all, a tobbi novényé valamivel kisebb, pl.: a
babé 881 AS (Hoff és mts. 1994). Az enzim N-termindlisa egy molibdén kofaktort
(MoCo) kotd domént tartalmaz, ami az emldsok szulfit oxiddzdval homolog
szerkezetl. A kozépsé régid6 a haem-kotd domén, ami a citokrom bs-tel mutat
hasonlosagot. A C-termindlison taldlhato a NADPH/FAD-k6t6 régid, ami a citokrom
bs reduktazzal homolog. A nitrat reduktdz gének expresszidja fényfliggd. A fény
a képzddésére is a transzlacido szabalyozasan keresztiil (Desikan €s mts. 2002). A NR
enzim kisérleti koriilmények kozott wolframattal vagy okadainsavval gatolhatd. A
wolframat bekot az enzim MoCo-kotd helyére, igy egy inaktiv ,,wolframat-protein
komplex” keletkezik (Notton és Hewitt 1971). Habar az enzim aktivitdsa csokken, az
mRNS szintek és a fehérje mennyisége né wolframat kezelés hatasara (Deng és mits.
1989). Desikan ¢s mts. (2002) azt talaltdk, hogy az ABA-indukélt NO szintézis és az

ezzel egylittjard sztdmazarddas is wolframattal gatolhat6 folyamatok.
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A NO bioszintézisben szerepld enzimek koziil a harmadik az Gn. nitrit:NO
reduktaz (N::NOR), mely a gyokérben miikodik, a sejtek plazmamembranjahoz (PM)
kotve, és a PM-kotott NR altal felszabaditott nitritet redukalja NO-dé in vivo (Stohr és
mts. 2001). Az enzim NAD helyett citokrom c-t hasznal elektron donorként in vitro.
Az in vivo elekton donor mibenléte jelenleg még kérdéses. A reduktaz aktivitdsat az
oxigén jelenléte reverzibilisen gatolja (Stohr és Stremlau 2006).

A xantin-oxidoreduktaz (EC 1.1.3.22) egy komplex flavoprotein, mely a nitrat
reduktazhoz hasonléan molibdén kofaktort igényel a miikodéséhez. NADPH vagy
xantin jelenlétében a peroxiszoOmaban képes a nitrit redukcidjara, ami NO
keletkezéséhez vezet. A reakcid az enzim molibdén-ko6td helyén megy végbe. Az
oxigén tenziojanak novekedésével a NO produkcio csokken, ami a NO XOR altal
generdlt szuperoxiddal torténd reakciojanak kovetkezménye (Godber és mts. 2000).
Planchet és Kaiser (2006) rekombinans XOR-ral végzett kisérlete arra enged
kovetkeztetni, hogy ennek az enzimnek elenyészé a szerepe a novényi NO

szintézisében.

I1.2.4. A NO vizsgalatanak lehetéségei novényekben

A NO detektalasara szamos direkt és indirekt modszert fejlesztettek ki az
utobbi években.

A kozvetlen meghatarozasi modszerek koziil az egyik legérzékenyebb ¢€s
legmegbizhatobb a NO-szenzitiv elektrod alkalmazasa. A NO-r6l egy elektron atadasa
torténik meg az anddra, igy NO' keletkezik, mely végiil nitritté alakul. A NO
oxidacios rataja aranyos annak koncentracidjaval. Bar a szenzor j6 detektalasi hatarral
rendelkezik (10 nM), a moddszer csupan sziik hatdrok kozott hasznalhatd, nem

reprodukalhatd és homérsékletfiiggd. Tovabbi lehetdség a NO detektalasara a gaz
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fazisi kemilumineszcencia, mely a legnagyobb érzékenységgel €s szelektivitassal
mutatja ki a NO-ot. Hatranya a moddszernek, hogy rendkiviil miiszerigényes ¢s
koltséges. Ezeken kiviil a novényi szovetek NO emisszioja meghatarozhatd gaz
kromatografidval és tomegspektrometriaval (Dean és Harper 1986; Magalhaes és mits.
2000) valamint 1ézer foto-akusztikus spektroszkopidval (Leshem és Pinchasov 2000).

Az indirekt eljarasok kozott tartjuk szdmon az Un. ,hemoglobin-mddszert”,
melynek lényege, hogy az oxihemoglobin (HbO,) a NO-dal valé reakcidja sordn
methemoglobinnd (MetHb) oxidalodik, €s eme oxidalt forma spektruma felvehetd
(Murphy ¢és Noack 1994). Ezt a meghatarozasi modot azonban fenntartdsokkal kell
kezelni, mert az oxihemoglobin reaktiv oxigénformakkal és nitrittel is képes reakcidba
lépni. Gyakran alkalmazott eljards még a nitritnek, mint a NO reakciotermékének
kimutatdsa az un. Griess-reakcidban (Devignat 1952). A ndvényi sejtek magas nitrit
tartalma miatt a médszer megbizhatdsaga azonban kérdéses.

A NO meghatédrozasaval kapcsolatos problémakra megoldast jelentett egy NO
szenzitiv fluoreszcens festék csaldd, a diaminofluoreszcein fluoroférok (DAF)
felfedezése (Kojima és mts. 1998). A festéket ndvényi szovetekben eldszor Pedroso és
mts. (2000) alkalmaztak. A festék diacetat formaban (DAF-2DA) atjut a membranon,
majd intracelluldris észterazok lehasitjdk az acetil csoportokat. Az igy keletkezett
DAF-2 molekula oxigén jelenlétében reagal a N,Os-dal, ami egy fluoreszcens triazol
termék, a DAF-2T keletkezéséhez vezet (4. dbra). Vagyis a fluorofor elsésorban a NO
spontan oxidacios termékének (N,Os) a szintjét méri, azaz bar a DAF-2T
fluoreszcencia nagymértékben fiigg a NO koncentraciojatol, az oxigén jelenléte is
alapvetd fontossdgli a reakcid kialakulasahoz, igy ez a NO detektalasi mod nem
alkalmazhaté anoxias koriilmények kozott (Planchet és Kaiser 2006). Néhany egyéb

kritika is felmeriilt a festék érzékenységével kapcsolatban. Egyes kutatasok szerint a
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festék NO-hoz val6 affinitasa kalciumion jelenlétében nd (Broillet és mts. 2001).
Suzuki és mts. (2002) azonban kisérleteikkel megcafoltak a kérdést. Azt talaltdk, hogy
a Ca”" nem befolyasolja a DAF-2T fluoreszcenciajat, viszont a NO felszabadulasat a
donorokbdl igen. A masik kérdést Stohr €s Stremlau (2006) vetették fel, miszerint a
szovetekben jelenlévd aszkorbinsav €s dehidroaszkorbinsav megndvekedett DAF
fluoreszcencidt eredményezhet. Sajat kisérletlinkben - amely soran 1 mM
aszkorbinsavval kezeltiink borsé gyokereket - nem tapasztaltuk a DAF fluoreszcencia
novekedését a kontrollhoz képest (adatok nincsenek feltlintetve). A festék
érzékenységét  alatamaszthatjuk a  negativ  kontrollként hasznalhato  4-
aminofluoreszcein diacetat (4AF-DA) alkalmazasaval. Ez a festékmolekula csupan
egy aminocsoportot tartalmaz, igy képtelen a NO kotésére. A fent emlitett DAF-
2DA-n kiviil rendelkezésre all a 4-amino-5-metilamino-2’-7’-difluorofluoreszcein
(DAF-FM) elnevezésti NO-szenzitiv festék, mely pH 5,5 és 12 kozott stabil. Emellett
a festék fotostabil és detektalasi hatara 3 nM.

A felmeriilo kritikdk ellenére a NO fluoreszcens kimutatdsa a kiilonboz6
festékek segitségével széles korben alkalmazott eljaras novényi szovetekben, hiszen

lehetdvé teszi a NO felszabadulés in situ €s in vivo tanulmanyozésat.
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4. abra A DAF-2DA festék NO-dal valo
reakcidja a sejten beliil
(von Bohlen und Halbach, 2003 nyoman)
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11.2.4.1. NO donorok és scavengerek

A biologiai mintdk NO gazzal valo kezelése technikailag nehézkes. Ehelyett
rendelkezésre allnak olyan vegyiiletek (an. NO donorok), melyek képesek NO-ot
felszabaditani enzimatikus vagy nem enzimatikus uton. A donorokkal valo kezelés
egyszert €s kiilonb6z6 koncentraciokban alkalmazhatd. A NO felszabadulds mértéke
a kiilonb6z6 donorokbdl eltérd lehet a kiilonbozd kisérleti korilmények kozott. A
sokféle kifejlesztett NO donor koziil a natrium-nitroprusszid (sodium nitroprusside,
SNP) a legszélesebb korben alkalmazott vegyiilet, mely egy NO'-ot generald vas-
nitrozil komplex (Stamler és mts. 1992). Az SNP fény hatdsara bomlason megy
keresztiil, €s ez a folyamat alapvetd fontossdgi a NO képzddésében. A reakcidban 1:1
molaris aranyban keletkezik NO ¢és egy melléktermék, a pentacianoferrat. Ebbdl
adddik, hogy nagy koncentracidban (> 1 mM) alkalmazva az SNP-t szamolnunk kell a
toxikus cianid felszabadulasaval. Emellett problémat jelent az is, hogy az SNP-bdl
felszabaduld nitrozonium kation igen reaktiv szabadgyok, igy gyorsan reagal puffer
komponensekkel, vagy akar vizzel is (Koppenol 1996). Ezért nehéz megbecsiilni
oldatokban az SNP-bdl felszabadulo NO valds koncentracidjat. Mas NO donorok is
rendelkezésre 4llnak, mint példdul a GSNO, az S-nitrozo-N-acetilpenicillamin
(SNAP), vagy az l-hidroxi-2-0x0-3,3-bis(2-aminoetil)-1-triazén (NOC-18). A GSNO
¢s a SNAP NO gyokot szabadit fel vizes oldatban, de kiilonbség a két donor molekula
kozott, hogy mig a GSNO stabilabb (6rak alatt bomlik el), a SNAP tranziens moédon
szabaditja fel a NO-ot. A donorokkal valdé kezelés hatuliitdje, hogy nem lehet
pontosan meghatarozni, hogy az ezekbdl felszabaduldo NO észlelt fiziologiai hatasa
hiien tiikrozi-e az endogén NO hatésat. Annak érdekében, hogy eldonthessiik, vajon a

donorok hat4dsa megfelel-e a NO hatasdnak célszeri kimutatni, hogy a hatas NO
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gyokfogd (un. scavenger) alkalmazasaval gatolhato-e. Altalanosan hasznalt gyokfogd
vegylilet a 2-(4-carboxifenil)-4,4,5,5-tetrametilimidazolin-1-oxil-3- oxid (cPTIO). A
vizoldékony cPTIO egy oxidativ transzformdcios folyamat sordn gyorsan reagal a
NO-dal, ami imidazolin-oxil (c-PTI) és szabad NO, gyok keletkezés¢hez vezet

(Pfeiffer és mts. 1997).

I1.2.5. A NO szignalizacioja allatokban és a novényi rendszerekre

vonatkozo eddigi ismeretek

A NO kutatasa emldsokben joval korabban kezdddott, mint a ndvényi
rendszerekben. Ebbdl adddik, hogy az allati NO kutatasa soran kapott eredmények
inspiraltdk a novényi kisérleteket. Példaként emlithetd, hogy az allati NOS enzimek
gatloszereit széles korben alkalmazzak novényekben is. Eppen ezért 1ényeges, hogy
betekintést nyerjiink a NO szignaltranszdukcios utaiba allati rendszerekben.

A nitrogén-monoxid jelatvitelének altalanos komponensei k6z¢é tartozik maga
a jelmolekula vagy ligand (NO), a jelfelfogd receptor (pl.: guanilat ciklaz, GC),
masodlagos hirvivd (pl.: ciklikus guanozin-monofoszfat, cGMP) valamint a tovabbi
,downstream” elemek (pl.: protein kindzok). A NO jelatviteli folyamatokat allatokban
hagyomanyosan két utra oszthatjuk fel: cGMP-fiiggd ¢és cGMP-fiiggetlen
szignalizacio.

Az allati NO receptorokrol kideriilt, hogy azok hem alapl szenzor fehérjek,
melyek hem-koto szabalyozo €s jeltovabbitd domént tartalmaznak (Gilles-Gonzales és
Gonzales 2005). Jelenleg ezen receptorok 50 tagja ismert, és hem-koté doménjiik

alapjan négy csoportba sorolhatéak: hem-koté PAS (,,Per-Arnt-Sim”) doménnel,
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globin-kapcsolt szenzorral (,,globin coupled sensor”, GCS), CooA-val (,,CO-sensing
transcription activator”) €s hem-NO-kotd (,,haem-NO-binding”, HNOB) alegységgel
rendelkezd receptorok. Az ezekhez kapcsolodd transzmitterek lehetnek hisztidin
protein kindazok (PK), ciklikus nukleotid foszfodiészterdzok, hélix-loop-hélix, vagy
hélix-turn-hélix ~ dezoxiribonukleinsav ~ (DNS)-k6té  motivummal  rendelkezd

transzkripcios faktorok.

11.2.5.1. cGMP-fiiggé NO jelatvitel

A ciklazokra vonatkozo ismereteink allati rendszerekre vonatkoznak, hiszen
novényekben csak 2003-ban azonositottak GC enzimet (Ludidi és Gehring 2003). Az
allati guanilat ciklaz enzimek (EC 4.6.1.2) koziil a citoszolikus, ,,szolubilis” guanilat
ciklazt (sGC) talaltak NO 4altal aktivalhatonak. A sGC heterodimer (a és B alegységek)
hem enzimfehérje. A NO az enzim hem részében lévé vasaval reagalva, a vas-
hisztidin k6tés felbomlasat okozza, ami az enzimfehérje konformacios valtozasahoz €s
aktivacidjahoz vezet (Marti és mts. 2005). Az aktiv enzim a guanozin-trifoszfat (GTP)
atalakulasat katalizalja cGMP-t4. Az enzim deaktivalodasa jelenleg még kérdéses, a
kutatok két lehetOséget tartanak szem el6tt. Az elsd szerint a NO egyszerl
disszociacioja révén szlinik meg az enzim aktivalt allapota. A masik magyarazat
szerint, valamely kiilsé faktor (pl.: glutation) képes megbontani a vas-NO kotést az
enzimben. A GC enzim B-alegysége két globularis domént tartalmaz; ezek a HNOB és
a HNOBA (HNOB-associated). Erdekes megallapitas, hogy a hemoglobin porfirin
gylirlis szerkezete azonos a GC enzim [-alegységével. A hemoglobinnal valo
szerkezeti azonossag nem eredményez muikodésbeli azonossagot, mivel a GC enzim

csak NO kotésére képes, az oxigént nem koti. Tovabbi érdekesség, hogy a HNOB ¢és
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HNOBA alegységek a GC enzimben funkcionalisan hasonloak a citokinin receptorok
CACHE ¢és CHASE doménjeivel.

A cGMP-fiiggd jelatvitel ,,downstream” elemei allati rendszerekben lehetnek
cGMP-fiiggd PK-ok, ciklikus nukleotid kapuzo6 ioncsatornak, foszfodiészterazok.

Novényekben is ismertek olyan jelatviteli folyamatok, melyekben bizonyitott a
ciklikus nukleotidok részvétele (pl.: fitokrom jelatvitel, sztomazarddas), valamint
cGMP altal aktivalt kinazt is azonositottak Pharbitis nil ndvényekben (Szmidt-
Jaworska és mts. 2003). A cGMP novényi NO jelatvitelben betoltott szerepérdl az
irodalomban tobb eredmény is rendelkezésre all. Tobbek kozott az ABA-indukalt
sztdbmazarddas, a jarulékos gyokérfejlodés, valamint a védekezési reakciok soran a
NO indukalja a cGMP képzddését (Neill €s mts. 2008, Pagnussat €s mts. 2003, Durner

¢s mts. 1998).

11.2.5.2. cGMP-fiiggetlen NO jelatvitel

A sGC-n kivill még jonéhany enzim képes betdlteni a NO receptoranak
szerepét az allatokban. Az egyik ismert NO receptor a mitokondrialis 1égzési lanc
terminalis e akceptora, a citokrom c oxidaz (E.C. 1.9.3.1) (Lawson és mts. 2000). Az
enzim 3 fémion komplexet tartalmaz; egy réz-réz dimert, egy hem A-t és egy
binuklearis hem-réz kozpontot (Yoshikawa és mts. 2000). Ha a NO a redukalt allapot
citokrom c oxiddz binukledris hem-réz kozpontjdhoz kapcsolodik, akkor az oxigén
kotése kompetitive gatlodik. A NO az oxidalt 4llapota citokrom c oxidazhoz is képes
kapcsolddni, ekkor a kotott oxigénnel reagédl €s nitrat keletkezik, az enzim pedig
inaktivalodik (Cooper 2002). Mindkét folyamat eredménye a sejtlégzés gatlasa. A
novényekben talalhatd egy masik termindlis e akceptor is, ez az alternativ oxidaz

(AOX). Kisérletesen igazoltak, hogy ezt az enzimet nem gatolja a NO, sot

38



II. Irodalmi attekintés

Arabidopsis-ban a NO megnovelte az AOX transzkripcidjat és az enzim aktivitasat
(Huang ¢s mts. 2002).

A NO receptoraként funkciondlhat a metallotionein (MT) is. Ez egy
ciszteinben gazdag fehérje, mely nagy affinitdssal kot kétértékii kationokat (fOleg
cinket) (Cobbett €s Goldsbrough 2002). A NO a fehérjéhez kapcsoldédva indukélja a
cink felszabadulasat, ami jelatviteli utak aktivaldédasahoz vezet. Az allati szervezetben
a MT citoprotektiv és antioxidans hatdsi, a novényekben pedig a fémion
homeosztazis szabalyozdsaban és a tolerancia folyamatok kialakitdsaban jatszik
szerepet. Ez a szignalizacios folyamat szép példaja annak, hogy egy redox szenzitiv
molekula (NO) egy redox inszenzitiv molekula (cink) homeosztazisat szabalyozni
képes.

A NO receptorai kozott kell megemliteni az akonitaz enzimet (EC 4.2.1.3) is,
mely a Krebs-ciklusban a citrat-izocitrat izomeraciot katalizalja. Az enzim (Fes-S4)*"
csoportot tartalmaz, ez a NO kotésének a helye. Az enzim a NO-dal val6 reakcidja
utdn konformaciovaltozast szenved és un. ,,iron regulatory protein 1”-gyé (IRP-1)
alakul. Ez az enzimforma képes a ferritin és a transzferrin messenger
ribonukleinsavdhoz (mRNS) ko6tddni és gatolni, illetve eldsegiteni a fehérjék
transzlaciojat, ezuton szabalyozni a vas homeosztazist. Ezt a folyamatot novényekben
is megtalaltadk. A dohdny akonitdz enzime NO kezeléssel gatolhatd (Navarre és mts.
2000, Murgia és mts. 2002).

A c¢GMP-fiiggetlen NO jelatvitel fontos mésodlagos hirvivéje a Ca’". Bar
viszonylag kevés ismeretiink van a NO szignalizaciojat illetéen, mégis szdmos adat all
rendelkezésiinkre a Ca”" szerepérdl ezen folyamatokban. Bebizonyosodott, hogy NO
szerepel dohdny sejtekben a hiperozmotikus kdzeg vagy a kriptogein elicitor altal

kivaltott intracellularis Ca®" koncentracid ndvekedésében (Gould és mts. 2003;
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Lamotte és mts. 2004). Emellett azt is felismerték, hogy a NO kezelés Ca
koncentraci6 emelkedést valtott ki 1obab és dohany zéarosejtekben (Garcia-Mata és
mts. 2003, Lamotte és mts. 2004). Feltehetéen a NO cADPR-, cGMP- valamint
foszforilacio-fiiggé folyamatok révén indukalja a Ca>" szint novekedését a sejtekben.
Ezek alapjan Ggy vélhetjiik, hogy a NO egy Ca>" mobilizalé intracellulris vegyiilet a
novényi sejtekben (Courtois €s mts. 2008).

A NO jelatvitel jelentds hirvivd molekuldi a mitogén-aktivalt protein kindzok
(MAPK) is, melyek jelatviteli folyamatok fontos szabalyozo6i. Szerepelnek tobbek
kozott abiotikus  €s  biotikus  stresszekben, medidljak a sejtciklust és az
egyedfejlédésben is meghatarozé funkcidval birnak. NO kezelést kovetden dohanyban
a MAPK kaszkad aktivaciojat figyeltek meg (Clarke és mts. 2000, Capone ¢s mts.
2004, Kumar ¢s Klessig 2000). Uborka jarulékos gyokérfejlodése soran szintén NO-
altal kivaltott MAPK kaszkad aktivaciot irtak le (Pagnussat és mts. 2004).

Az S-nitrozilacio a NO reverzibilis reakcioja fehérjék cisztein aminosavanak
tiol csoportjaval, melynek eredményeként RSNO-csoport keletkezik, vagy atmeneti
fémekkel, ami fém-nitrozilok képzddéséhez vezet. Annak ellenére, hogy az S-
nitrozilaci6 egy kémiai reakcio, nagyfokt specifikussagot mutat, hiszen nem minden
cisztein tartalmu fehérje nitrozildlodik. A szubcellularis lokalizacid ¢és a kémiai
kornyezet (a jelenlévd NO koncentracioja) szabja meg, hogy mely fehérje 1ép
nitrozilaciés reakcioba. A reakcid specifikussagat tamasztja ald az is, hogy egy
nitrozilalédo fehérje nem minden cisztein SH-csoportja nitrozildlodik (pl.: a rianodin
receptor 84 szabad SH-csoportjabdl csak 12 nitrozilalodik) (Xu és mts. 1998). A
reakcid soran bizonyos enzimek illetve transzkripcids faktorok poszttranszlacios
moédosuldson mennek keresztiil. Allatokban 115 db SNO-kotés kialakitasara alkalmas

fehérjét azonositottak (Stamler ¢és mts. 2001). Novényekben is szdmos fehérjét
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azonositottak biotin jelzéses moddszerrel, melyek az S-nitrozilacid lehetséges
célpontjai (Lindermayr és mts. 2005). Ezen fehérjek kozott megkiilonboztettek
stressz-kapcsolt fehérjéket (pl.: glutation-S-transzferdz, Cu/Zn szuperoxid-dizmutdz),
redox fehérjéket (pl.: glutation-peroxidadz), szignalizacids/szabalyozd fehérjéket (pl.:
elongaciés faktor 2), citoszkeleton fehérjéket (pl.: tubulin, aktin, annexin),
metabolikus fehérjéket (pl.: S-adenozil-metionin szintetdz, ATP szintaz) illetve
fotoszintézisben szerepld fehérjéket (pl.: Rubisco, PSII D2 fehérje). Valderrama ¢és
mts. (2007) pedig az S-nitrozotiolok mennyiségének novekedését talaltak sostressz
soran Olea europea levelében, ami ravilagit ezen NO-szdrmazékok szerepére stressz
koriilmények kozott. A NO az elobb targyalt reakcid soran kolcsonhathat kis
molekulasulyt tiolokkal, mint amilyen a glutation is. A reakcié végterméke az S-
nitrozilalt glutation, ami a NO mobil raktardnak tekinthetd és NO donorként is
alkalmazhaté (lasd 2.2 fejezet). Ezen NO-szarmazék (valamint az S-nitrozildlt
fehérjék) mennyiségét a sejtekben a GSNO reduktaz (GSNOR) szabalyozza, mely
allati rendszerekben noveli a nitrozativ stresszel szembeni rezisztenciat, novényekben
pedig a betegség-ellenallosagban szerepel (Feechan és mts. 2005, Rustérucci €s mts.
2007). Az enzim aktivitdsa €és az azt kodoldo gén expresszidja csokkent Cd-stressz
soran borsoban (Barroso ¢s mts. 2006). Kiilonb6zé folyamatok biztositjak a
nitrozilaciés reakcid reverzibilis jellegét. Az SNO kotés felbomlasa torténhet
inorganikus vagy organikus modon. ElObbi folyamatban a réz, higany vagy az
aszkorbinsav okozhatja a kotés felbomlasat. Utdbbi folyamatban a SNO kétés
enzimkatalizis (pl.: tioredoxin rendszer, glutation-peroxiddz) révén bomlik fel.

A NO modosithatja egyes fehérjék aktivitasat az tin. tirozin nitracios reakcion
keresztiil is, melynek sordn a célfehérje tirozin aminosavan 3-nitrotirozin képzdédik. A

reakcio specifikus, hiszen nem minden fehérje és nem minden tirozin aminosav képes
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nitralodni (Souza és mts. 1999). A NO hatédsa ebben az esetben kozvetett, hiszen a
reakciot direkt uton a peroxinitrit medialja in vivo. A reakcio jelentdségére szamos
bizonyiték akad, mint példaul a ndvényi a-tubulin nitracidja (Blume €és mts. 2005)
vagy soOstressz hatasara megndvekvo tirozin nitracié oliva névényben (Valderrama és
mts. 2007).

A legtjabb eredmények szerint kapcsolat van a NO szignalizicidja és a
foszfatidsavon (phosphatidic acid, PA) keresztiili jelatviteli utak kézott. A xilanaz
(gomba elicitor) NO-fliggd foszfatidsav felszabadulast okozott paradicsomban (Laxalt
¢s mts. 2007). Azt is felismerték, hogy ebben a jelatviteli utban a NO a foszfolipaz C
(PLC) enzim aktivalasan keresztiil indukalja a PA felhalmozodasat, mig a foszfolipaz
D (PLD) enzim miikddése ebben a rendszerben NO-fliggetlennek bizonyult.
Uborkéban az TAA 4altal indukalt jarulékos gyokeérfejloddés soran a NO szintén PA
akkumulacion keresztiil hat. Ez esetben a PA forrdsa a PLD enzim, mely a
foszfatidilkolint hasitja inozitol trifoszfatra (IP;) ¢és foszfatidsavra (Lanteri ¢s mts.
2008). Az is kiderilt, hogy a sztomazardodas folyamatdban a NO szintén a
foszfatidsav jelatvitelen keresztiil hat. Ebben az esetben mind a PLC, mind a PLD

enzim aktivalodasa megtorténik (Distéfano és mts. 2008).

I1.2.6. A NO fiziologiai szerepei névényekben

Az elmult harom évtizedben végzett aktiv kutatdsnak koszonhetéen a NO
szerepét szamos fiziologiai folyamatban igazoltak. Jelenleg gy tiinik, hogy a NO
sokkal inkabb tekinthetd altalanos szignalmolekulanak, mintsem bizonyos folyamatok

specifikus résztvevdjének. Szerepe rendkiviil sokrétii, hiszen részt vesz novekedési- és
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fejlodési folyamatokban, kolcsonhat klasszikus novényi hormonokkal, valamint

szerepel kiilonbozd abiotikus és biotikus stresszek soran.

I1.2.6.1. A NO szerepe a novények novekedésében és fejlodésében

Anderson ¢és Mansfeld mar 1979-ben leirtdk, hogy a NO ndvekedésére
gyakorolt hatdsa koncentraciofiiggd, ugyanis nagy koncentracioban (40-80 pphm)
gatolta a paradicsom novekedését, mig alacsonyabb koncentracioban (0-20 pphm)
elosegitette a ndvekedést saldtaban (Hufton és mts. 1996) és borsoban (Leshem és
Harmaty 1996). A NO hipokotil- és internédusz megnyulasra gyakorolt hatisat
szintén vizsgaltak, és azt kaptak, hogy NO donorok gatoltak a hipokotil ndvekedését,
stimulaltdk a de-etiolaciot, valamint megndvelték a klorofill tartalmat burgonyéaban,
salataban és Arabidopsis-ban (Beligni és Lamattina 2000). A NO altal indukalt
klorofill tartalom novekedést borso levelekben is leirtdk (Leshem és mts. 1998). A
NO klorofill tartalomra gyakorolt pozitiv hatasa arra enged kovetkeztetni, hogy a NO-
nak szerepe van a novények vas haztartdsanak szabalyozdsaban (Graziano €s mits.
2002). Néhany irodalmi adatbdl lathatjuk, hogy a NO anti-szeneszcens, azaz
oregedésgatld hatassal bir a ndvényekben. NO donor alkalmazasa csokkentette az
etilén szintézisét borso levelekben (Leshem és Haramaty 1996). A gyiimolcsok érése
szintén egy etilén altal szabdlyozott oregedési folyamat, mely NO kezeléssel
késleltethetd, igy a gylimolcsok, zoldségek sziiretelés utdni eltarthatosaga
megnovelhetd (Leshem és Pinchasov 2000). A NO stimulalja bizonyos ndvényfajok
csirazasat. NO donorok alkalmazasa megszakitotta a saldita magok nyugalmi
allapotat, ugyanakkor a hatas a NO gyokfogo, PTIO alkalmazéasaval megfordithato
volt (Beligni és Lamattina 2000). Néhany korai kozlemény arr6l szamolt be, hogy a

nitrit alacsony pH-n (2.5 és 3) elémozditotta a magok csirazasat (Giba és mts. 1998).
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Mai ismereteink fényében ezt azzal magyarazhatjuk, hogy savas pH tartomanyban a
nitrit spontan NO-da redukélodik, €és valojaban ez a molekula indukalja a csirdzést. A
NO szerepét a poliamin-indukalta embriogenezis folyamataban szintén felismerték,
mivel Ocotea catharinensis ndvény embrionalis sejtjei megndvekedett NO
szintézissel valaszoltak a poliamin kezelésre (Scherer 2007).

A NO, mint szigndlmolekula jelentds szerepet tolt be a gyokér fejlodési
folyamataiban is. Gouvéa ¢s mts. (1997) kiilonb6z6 NO donorok jelenlétében a
kukorica gyokér szegmensek megnyuldsos ndvekedését tapasztaltdk, és a hatas
megfordithatonak bizonyult NO gyokfogd (metilénkék) alkalmazéisaval. Ezzel
ellentétesnek tiind eredményekkel szolgalt késdbb Pagnussat €s mts. (2002) munk3ja,
ahol NO donor SNP indukalta az OGY szdm ndvekedését, a NO gyodkfogo (cPTIO)
pedig az oldalgyokér fejlodést teljesen gatolta, a f0gyokér megnyuldsaban viszont
40%-o0s novekedést eredményezett paradicsomban. Ez a munka bizonyitotta a NO
részvételét az auxin altal indukalt oldalgyokér fejlodésben. Késébb Correa-Aragunde
¢s mts. (2006) felismerték a NO hatasmodjat az OGY fejlédésben. Amikor a NO-t
eltavolitottdk a rendszerbdl, bizonyos sejtciklus szabalyozo gének (CYCA2;l1,
CYCA3;1, CYCD3;1, CDKAI1, KRP2) auxin altal indukalt expresszidja gatolt volt.
Ebbdl lathatd, hogy a NO modulalja az auxin indukalta sejtciklus gének expresszidjat.
A NO fontos jelmolekulanak bizonyult az auxin-medialt sejtciklus aktivacioban
lucerna sejtkultiraban is (Otvds és mts. 2005). Aktivan tanulmanyozott esemény a
jarulékos gyokérfejlodés is, illetve a NO szerepe ebben a folyamatban. Az elsddleges
gyokérrendszer eltavolitasa utan NO donorok indukaltak, mig a NO gydkfogd cPTIO
gatolta a jarulékos gyokérzet fejlodését uborka novényben (Pagnussat és mts. 2002).
Huang és mts. (2007) IBA altal indukalt NO képzddést talaltak bab JGY képzddése

soran. Az IBA hatésat a jarulékos gyokerek megjelenésére a cPTIO valamint a NOS
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inhibitor, N®-nitro-L-arginin-metilészter (L-NAME) késleltette. Mas kutatocsoportok
kisérleteib6l fény deriilt a NO szerepére az IAA altal indukdlt jarulékos
gyokérképzésben is, vagyis, hogy a NO egyrészt cGMP-n keresztiili iton, masrészt
attol fliggetleniill, a MAPK kaszkad aktivacidjaval szabdlyozza a folyamatot
(Pagnussat ¢s mts. 2003, 2004). A legijabb eredmények szerint a NO a PA jelatvitel

aktivalasan keresztiil is hathat ebben a fizioldgiai folyamatban (Lanteri €s mts. 2008).

11.2.6.2. NO koélcsonhatasa novényi hormonokkal

Bizonyos  koriilmények  kozott a NO  szabdlyozhatja  elsddleges
szignadlmolekulak, mint a ndvényi hormonok hatésat.

A gyokérndvekedés fo szabdlyozd hormonja az auxin. El6szor Pagnussat és
mts. (2002) mutattdk be, hogy auxin kezelés NO felhalmozodast indukal uborka
novények jarulékos gyokérfejlodése soran. Késobb kimutattak, hogy a gyokerek
auxin kezelése lokalizalt NO produkciot eredményezett az OGY-ek €s a gyokérszorok
fejlodése soran (Correa-Aragunde ¢€s mts. 2004, Lombardo és mts. 2006). Az auxin-
indukalt NO asszimetrikusan halmozodik fel a gyokércsucsban gravitropikus valasz
soran (Hu és mts. 2005). Mindharom auxin altal szabalyozott folyamat géatolhato volt
a NO gyokfogd, cPTIO alkalmazéasaval, ami egyértelmiien rdmutat az endogén NO
kulcsszerepére ezekben a folyamatokban. Otvds és mts. (2005) munk4jabol az is
kideriilt, hogy nemcsak az auxin noveli az endogén NO szintet, hanem a NO szint
valtozasa is befolyasolja a sejtek auxin érzékenységét.

Citokinin (zeatin) kezelés NO akkumulaciot idézett el6 dohdnyban,
petrezselyemben és Arabidopsis sejtkultiraban (Tun és mts. 2001). A citokininek altal

indukalt betalain felhalmozodas NOS inhibitorokkal gatolhatonak bizonyult
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Amaranthus retroflexus levélben, ami feltételezi a NO részvételét ebben a
folyamatban (Scherer és Holk 2000). Ujabban citokinin mutans Arabidopsis ndvények
(crel/ahk4, ahk2,3, ahk2,4, ahk3,4, ahpl,2,3) vizsgéalataval vilagossa valt, hogy a NO
szignalkomponens e hormon altal szabalyozott folyamatokban (Tun €és mts. 2008).
Romanov és mts. (2008) azonban az elébbi kutatdcsoporttal ellentétes eredményeket
publikaltak, és megkérddjelezték a NO részvételét a citokinin szignalizacidban.

A poliaminokrdl is kideriilt, hogy nagyon gyors NO akkumulaciot indukalnak
Arabidopsis csirandvényekben, bar ez esetben a NO forrdsa- csakugy, mint a
citokininek esetében- még nem tisztazott (Tun és mts. 2006).

Az a felfedezés, hogy a NO mediator molekula az abszcizinsav altal indukalt
sztobmazarddasban, nagymértékben eldmozditotta a NO ,természetének” jobb
megismerését. Az egyik elsd felfedezés az volt ezzel kapcsolatban, hogy a NO
indukalta a sztomazarddast, csokkentette a transzspiracids ratat és novelte a novény
adaptiv valaszat szarazsagstresszel szemben (Garcia-Mata ¢s Lamattina 2001).
Emellett kimutattdk borsoban, babban és Arabidopsis-ban azt is, hogy az ABA
indukalja a NO szintézisét a zardsejtekben (Neill és mts. 2002, Desikan és mts. 2002).
Ez az indukcié elmaradt Arabidopsis szuszpenzidoban, ami bizonyos mértéki
szovetspecifitdsra utal (Tun és mts. 2001). Borsoban a NO eltavolitdsa
megakadalyozta a sztomak ABA-indukalt zarodasat, ami arra mutat ra, hogy a NO

elengedhetetlentil sziikséges a folyamatban.

11.2.6.3. A NO szerepe biotikus stresszek soran

crer

Szamos modell rendszerben leirtdk a NO produkcid hiperszenzitiv reakcioval (HR)
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parhuzamosan torténd tranziens fokozddasat avirulens baktérium vagy gomba fertdzés
hatasara (Delledonne és mts. 1998, Mur és mts. 2003, Zhang ¢és mts. 2003). A
novények NO szintézisével valaszolnak altalanos elicitor molekuldk megjelenésére is,
mint példaul a kriptogein (Foissner és mts. 2000) vagy a Gram-negativ baktériumok
sejtfelszini lipopoliszaharid komponensei (Zeidler és mts. 2004). A sok esetben
tapasztalt NO akkumulacio a hiperszenzitiv reakcio része, hiszen a felszabadulé nagy
koncentraciéja NO a reaktiv oxigén formakkal egyiitt programozott sejthalalt valt ki,
megakadalyozva ezzel a patogén novényi szoveteken beliili tovaterjedését

(Delledonne és mts. 1998, 2005).

I1.2.6.4. A NO szerepe abiotikus stresszek soran

A NO ellentmondésos jellegli molekula, hiszen alacsony koncentracioban
fontos fiziologiai folyamatok jelatvitelét segiti eld, ugyanakkor nagymértékii, sejten
beliili produkcidja a sejt karosodasat okozhatja (del Rio és mts. 2004). Ez utobbi
allapotot kivaltdo NO-szarmazékokat reaktiv nitrogénformdknak (reactive nitrogen
species, RNS) nevezziik. Ezek k6z¢ a molekulak kozé tartozik tobbek kozott a N»Os,
dinitrogén-tetroxid (N,O4), ONOO’, NO", NO'. Abiotikus stressz faktorok hatasara
reaktiv oxigén- €s nitrogénformak képzddnek, amik oxidativ, illetve nitrozativ stresszt
valtanak ki a ndvényben. Az oxidativ stressz sordn lipidperoxidacid és protein
oxidacid, a nitrozativ stressz soran pedig fehérje nitracid torténik. Ezek egyiittesen
vezetnek a novény karosodasahoz (Barroso és mts. 2006).

A NO abiotikus stresszek soran betoltott szerepét aktivan kutatjak, igy szamos
adat all rendelkezésre ebben a témakorben. A nehézfémstressz soran jatszott
szerepére utal, hogy NO donorokkal vald kezelés védd hatdsunak bizonyult kadmium

¢s aluminium terhelés esetén (Wang és Yang 2005, Laspina és mts. 2005). A s6 egy
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produktivitast befolyasold f0 stresszfaktor, mely negativan hat a ndvények
novekedésére, ion egyensulyara ¢és vizhaztartasara (Hasegawa ¢és mts. 2000). NO
donor kezelés alkalmazasa tobb nodvényfajban is ndvelte a soval szembeni
rezisztenciat (Zhao és mts. 2004, Zhang ¢és mts. 2006). Oliva ndvény levelében a
sostressz gatolta a levél novekedését, oxidativ stresszt indukalt, és érdekes modon
megvaltoztatta a reaktiv nitrogénformak metabolizmusat (Valderrama és mts. 2007).
Az ultraviola-B (UV-B) sugiarzas a novények novekedését gatolja és altalaban
oxidativ stresszt idéz eld. Vicia faba epidermisz sejtekben UV-B indukalta NO
képzddést talaltak (He J-M. és mts. 2005), mas novényfajokban a NO védd hatasat
mutattdk ki az UV-B sugarzassal szemben (Shi és mts. 2005, Zhang és mts. 2006).
Velikova és mts. (2005) az 6zon ¢és a NO produkcid kapcsolatat vizsgalva kimutattak,
hogy az 6zon hatasara képz6dd NO a megndvekedett NOS aktivitasbol szarmazik. A
NO szintézis fokozodasat talaltdk mechanikai stressznek kitett Arabidopsis levél
sejtekben (Garcés €s mts. 2001) és Taxus szuszpenzids sejtekben is. Ez utdbbi esetben
a NO felszabadulas NOS inhibitorral gatolhat6 volt, ami feltételezi az enzim
részvételét a mechanikai stressz altal indukalt NO szintézisében (Gong és Yuan 2006).
Exogén NO alkalmazasa buza novényben sztomazarddast indukalt, valamint
megndvekedett toleranciat alakitott ki a szarazsagstresszel szemben, ami LEA (late
embryogenesis abundant) fehérjék felhalmozodasaval jart egyiitt (Garcia-Mata és
Lamattina 2001). Manitollal eldidézett ozmotikus stressznek kitett buza
csirandvényekben a levél vizvesztésének csokkenése ¢és az ABA hormon
akkumulacioja volt megfigyelhetd. Ezen hatasok részben visszafordithatok voltak NO
gyokfogok és NOS enzim gatlok alkalmazasaval (Xing és mts. 2004). Dohdny novény
NO donorral valo kezelése egy 42 kDa molekulatomegli kinaz aktivalodasat

eredményezte. Az enzim azonositasakor kideriilt, hogy az a NtOSAK (Nicotiana
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tabacum osmotic stress-activated protein kinase), mely enzimet koribban mar
ismerték, mint az ozmotikus stressz szignalizaci® komponensét (Lamotte ¢és mits.
2006). NO donorok paradicsom levelében gatoltak a sebzés hatdsira megjelend
proteinaz inhibitor 1 €s a H,O, szintézisét (Orozco-Cardenas és Ryan 2002). Dordas
¢s mts. (2003, 2004) hipoxia altal indukalt NO képzddést talaltak lucerna
gyokerekben ¢€s kukorica sejt-szuszpenzios kulturdban; ezt a folyamatot az 1. tipusu
hemoglobinok katalizaljak. Tobb mint 25 évvel ezeldtt irtdk le eldszor, hogy szoja
novényekben alkalmazott herbicidek NO felszabadulast idéznek el (Klepper 1979).
Ujabban szamos tanulmanyban megallapitottak, hogy NO donorokkal vald kezelés
megvédte a burgonya és rizs leveleit a metil-viologén és diquat herbicidek karosito
hatasait6l (Beligni és Lamattina 1999, 2002; Hung és mts. 2002).

Annak ellenére, hogy latszolag sok ismeretiink van a NO és kiilonbozo
abiotikus stresszforrasok kapcsolatat illetéen, szdmos tovabbi tisztazandd kérdés
meriil fel, mint példaul a NO ¢és mas reaktiv nitrogén fajtdk sejten beliili
metabolizmusa, ezek szerepe a biokémiai, fiziologiai stressz folyamatokban, a NO
enzimatikus vagy nem enzimatikus forrdsa stressz korilmények kozott. Jelen
értekezés az ozmotikus stressz altal indukalt NO enzimatikus forrasdnak vizsgélataval
jarul hozza az ismeretek bdvitéséhez, tehat ebbdl a szempontbol a dolgozat

hianypotlonak tekinthetd.
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1. Célkituzeés

A ndvényi NO kutatdsa hazdnkban rovid multra tekint vissza. Tanszékiinkon

az els6k kozott kezdtink el foglalkozni ezzel a valoban érdekes, bioaktiv

szigdlmolekulaval, és célul tiztik ki természetének jobb megismerését. Munkéank

soran a NO szerepét, keletkezésének tulajdonséagait €s enzimatikus forrasat vizsgaltuk

a gyokérrendszer fejlodése soran. Alapvetdéen a kovetkezd kérdésekre kerestiik a

valaszt:

Mi a hasonlosag illetve kiilonbség az ozmotikus stressz, mint a gyokérfejlodést
befolydsolo kornyezeti faktor ¢€s az auxin, mint belsd regulator
gyokérmorfologiara és NO képzddésre gyakorolt hatdsa kozott?

Van-e kiilonbség a két faktor 4ltal indukalt NO keletkezésének
sajatossagaiban?

Mely enzim lehet a felelos a NO szintéziséért auxin kezelés, illetve ozmotikus

stressz hatasara bekovetkez6 gyokérfejlodés soran?

Vizsgalatainkhoz borsd és bluza novényeket hasznaltunk. A NO forrasanak

genetikai hatterét vad tipusu és mutans (Atnoal, nial, nial) Arabidopsis thaliana L.

novények felhaszndldsaval tanulmanyoztuk, melyekben az OGY primordium

iniciacidja és ndvekedése mikroszkop alatt jol vizsgalhato.
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IV. Anyagok, modszerek, a kisérletek kivitelezése

IV.1. Novényi anyag és nevelési koriilmények

A borsoé (Pisum sativum L. cv. Rajnai torpe) magvakat ¢€s buza (Triticum
aestivum cv. GK Othalom) szemterméseket 5%-os natrium hipoklorit oldat
felhasznalasaval 10 percig sterilizaltuk €s 2 6ran keresztiil folyoviz alatt oblitettiik. A
csirdztatas 26°C-on, 2 napig, Petri-csészékben, nedves szlirépapirok kozott tortént. A
2 cme-es radikuldval rendelkezd csirandvényeket modositott Hoagland tépoldatba
helyeztiik (9 csiran6vény/400 mL-es edény) ¢és iiveghazi koriilmények koézott (300
umol m? s —es fényintenzitas, 12/12 oras fény/sotét periddus, 55-60%-os relativ
paratartalom, 25 £ 2°C hémérséklet) 5 napig neveltik. A moddositott Hoagland
tapoldat a kovetkezd vegylileteket tartalmazta: 2 mM Ca(NO3),;, 1 mM MgSOQOs, 0.5
mM KCI, 0.5 mM KH;POy4, and 0.5 mM Na,HPO,. A tapoldat készitésénél hasznalt
mikroelem koncentracidk a kovetkezOk voltak: 1 uM MnSOQOy, 5 uM ZnSOy4, 0.1 uM
(NH4)6MO7024, 10 uM H3BO4, 0.1 uM AICl;, és 20 uM Fe-EDTA. Az 5 napos
csirandvényeket borsd esetén tovabbi 5 napig, bliza esetében pedig 1 napig kezeltiik.
A mintdkat naponta vettiik, illetve, ahogy feltiintetjiik. A fogyokér (FGY) hosszakat
mércével mértiik meg, €s milliméterben (mm) adtuk meg. Az oldalgydkereket
megszamlaltuk, és oldalgyokér (OGY) szam/gyodkér egységben fejeztiik ki.

A tovabbi kisérleteinket 3 hetes vad tipusu (Col-1), nial, nia2 és Atnoal
mutans Arabidopsis novényekkel valamint 8 napos Col-0 €s pxal mutans Arabidopsis
novényekkel (5. abra) végeztik. A magok feliileti sterilizaldsat 5%-os natrium

hipoklorit oldattal (v/v) végeztiik 20 percig, majd miel6tt Murashige-Skoog (MS)
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taptalajra (7 g/L agar) (Murashige és Skoog 1962) tettiikk a magokat, 5-szor atmostuk
steril desztillalt vizzel. A nial, nia2 mutans magok tisztasagat 5 mM kalium-klorat
(KCl10;) taptalajhoz vald hozzaadasaval ellendriztiik. A 3 hetes Col-1, Atnoal és nial,
nia2 novényeket mobdositott Hoagland tépoldatot tartalmazod Petri-csészékbe
helyeztiikk, és tovabbi 5 napon keresztiil kezeltik. Ezen periodus alatt N-
hianytiineteket nem észleltiink a novényeken. A Col-0 és pxal mutans novények 5
napig tarté kezelése 3 napos korukban, steril koriilmények kozott MS taptalajon

tortént.

5. abra Vad tipust (Col-0) és pxal
mutans Arabidopsis ndvények
fenotipusa €s csirazasa (sajat felvétel)
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IV.2. Vegyszerek és kezelések

Nitrogén-monoxid donorként 1 mM SNP (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)
valamint 1 mM SNAP (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) kezeléseket alkalmaztunk. A
NO eltavolitasara a széles korben hasznalt cPTIO vegyiiletet (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO) alkalmaztuk 1 mM koncentrdcioban. A gyokérszegmenseket 4 cm
atmérdjii milanyag Petri-csészékben donor és/vagy scavenger oldatokban (4ml)
inkubéltuk 2 6ran keresztiil. A donorkezelések 150 pmol m™ s fényintenzitason
torténtek. A NO detektalasara egy fluoreszcens festéket, a DAF-2DA-t (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO) hasznaltuk 10 pM-os koncentracidban, melyet 2-(N-
morfolin)-etanszulfonsav (MES, Reanal, Budapest, Magyarorszag) pufferben
oldottunk fel (MES és kalium-klorid [KCI], pH 6.15). A festék alkalmazhat6saganak
igazolasa céljabol annak negativ kontrolljat, a 4AF-DA-t (Calbiochem, San Diego,
CA) hasznaltuk 10 uM koncentracioban. Az ozmotikus stresszt PEG 6000 (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO) tapoldatba valdé adasaval idéztiik elé. 50, 100, 200, 400
mOsm ozmotikus koncentracidju (6.98, 9.97, 14.3 és 19% [w/v]) oldatokat allitottunk
be digitalis ozmométer segitségével (Micro GMS, Magyarorszag). Ezen oldatok
ozmotikus potencialjat a Wyn Jones és Gorham (1983) -féle kalkulacio alapjan a
kovetkezOkben hataroztuk meg: -0.122, -0.244, -0.488 és -0.976 MPa y,. A polaris
auxin transzport gatlasara 10 puM NPA-t (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) hasznaltunk,
exogén auxinként pedig 10° M- 10° M IBA-t (Fluka, Sleeze, Németorszag)
alkalmaztuk. A NOS enzim gatloszerét, az L-NMMA-t (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO) valamint a nitrat reduktdz enzim gatld wolframatot (Reanal, Budapest,

Magyarorszag) 1 mM koncentracioban alkalmaztuk.
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IV. 3. A NO fluoreszcens mikroszkopos detektalasa

A gyokerek NO tartalméanak vizualizacidjara egy rendkiviil érzékeny in situ €s
in vivo modszert hasznaltunk (Kojima és mts.1998, Pedroso és mts. 2000). 1.5-2 cm
hosszi bors6 gyokér szegmenseket ¢és keresztmetszeteket valamint blza és
Arabidopsis  thaliana gyokér szegmenseket vizsgaltunk. A bors6 gyokér
keresztmetszeteket egy specialis novényi mikrotémmal (NIHONIKA MTH-1, Tokio,
Japan) készitettiik. Borsod és buza esetében a gyokerek nagysaga, vastagsaga miatt
nehézkes az OGY primordiumok mikroszképos tanulmdnyozéasa, ezért itt a
fogyokerek csucsi régiojaban vizsgaltuk a fluoreszcencia valtozasokat. Az
Arabidopsis gyokerek a mikroszkop alatt jobban atvilagithatdak, az OGY inicialisok
jol vizsgalhatok, ez esetben tehat lehetdséglink nyilt a NO-kapcsolt fluoreszcencia
térbeli lokalizalasara az OGY kezdemények teriiletén. Mintainkat MES/KCI pufferben
oldott DAF-2DA fluoreszcens festékkel festettiik 20 percig 25+ 2 °C-on, sotétben. A
festés utan a mintakat 20 percen beliil 4-szer mostuk MES pufferrel, majd mikroszkop
targylemezre helyeztiik 0ket. A fluoreszcens intenzitas detektalasara 10-es illetve 9-es
filter kombinacioval felszerelt Zeiss Axiowert 200 M-tipusi fluoreszcens
mikroszkopot (6. abra, Carl Zeiss, Jéna, Németorszag) hasznaltunk. Az excitacios
hullamhossz beallitasa 450-490 nm-en, az emisszidés hullamhosszé a 10-es savszird
esetén 515-565 nm-en, a 9-es végtelenitett szlird esetében 515 nm (-0) en tortént.
Kisérleteink kezdetén csupdn a 9-es sziirOkombinacid allt rendelkezéslinkre, mely az
esetleges klorofill autofluoreszcenciat is atengedi. A 10-es filter ez elobbi vorods szinli
emittalt fényt kiszliri, igy alkalmasabb a mintdink vizsgalatara, ezért a tovabbiakban
ezt alkalmaztuk. FLUAR 5x/0.25 NA és LD ACROPLAN 40x/0,60 Korr Ph2 objektiv

lencséket hasznaltunk a mintak vizsgélatahoz. A fényképeket nagy felbontasu digitalis
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kameraval (Axiocam HR, HQ CCD kamera, 1300x1030 dpi, Carl Zeiss, Jéna,
Németorszag) készitettiik. A detektalt fluoreszcencia intenzitast az Axiovision Rel.
4.6 nevl szoftver segitségével mértiikk meg. Ez a program lehetdséget ad arra, hogy a
pixel intenzitast adott atmérdjii korok teriiletén hatarozzuk meg. A borsd €s buza
gyokérszegmensek esetén a csucstol szamitva 0,5 milliméterenként harom korben
tortént a fluoreszcencia intenzitas meghatarozasa. A harom adat 4tlagat vettiik minden
fotd esetében. Az Arabidopsis gydkerekben minden felvétel esetében a primordium
teriiletén egy meghatarozott atmérdji korben, valamint a fogyokér teriiletén két
korben mértiik a pixel intenzitdst. A fotok készitésekor az expozicios i1dok
megvalasztdsa soran figyelembe kellett venniink, hogy minden minta esetében
értékelhetd képeket kapjunk, ezért az expozicids idOk bedllitasat novényfajonként €s
az egyes kisérletek kozott esetenként valtoztattuk. Egy kisérleten beliill azonban
azonos expozicids iddvel dolgoztunk, igy a kontroll és a kezelt mintak pixel intenzitas
értékei 0sszevethetoek. A NO detektalasat a kezelések 0., 24., 48., 72., 96. és 120.
orajaban végeztiik el, valamint néhdny esetben a 12. és 36. drdban is tortént mintavétel
(ezeket jeleztiik a megfeleld helyeken). Minden kezelés esetén legalabb 3-szori mérés

s

neveltik fel.
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6. abra. A kisérletekhez hasznalt 10-es (A) és 9-es (B) filterkombinacio
excitacios-emisszios spektruma (Carl Zeiss, Jéna, Németorszag).

IV. 4. Statisztikai analizis

A feltiintetett adatok minden esetben harom fiiggetlen biologiai ismétlés atlag-

¢és szorasértékel. A szignifikans kiillonbségeket Student t-teszttel allapitottuk meg

SigmaStat 3.11 nevli szoftver felhasznaldsdval. A statisztikailag szignifikdns

kiilonbségeket egy, kettd illetve harom csillaggal jeloltiik (*P< 0.05, **P< 0.01,

*##£4P< 0.001).
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V. Kutatasi eredmények

V.1. A DAF-2DA Kkisérleti rendszeriinkben valo alkalmazhatosaganak
igazolasa

A DAF-DA fluoroforral torténd NO meghatarozas széles korben alkalmazott
eljaras, hiszen gyors és egyszeri modon biztositja a NO in vivo és in situ
vizualizaciojat az allati és a ndvényi szOvetekben. Mégis szdmos kritika érte a
festékcsalad érzékenységét, hasznalhatosdgat az elmult években (lasd 11.2.4. fejezet).
Eppen ezért munkank kezdetén sziikség volt a festék rendszeriinkben vald
alkalmazhatdsaganak bizonyitasara. Elsd Iépésként a gyOkereket festés nélkiil
helyeztiik a mikroszkép ald, és megallapitottuk, hogy nem mutatnak detektalhatd
autofluoreszcenciat. DAF-festés utdn azonban lathatd volt, hogy a gydkerek kontroll
allapotban egy alap NO-szinttel rendelkeznek. Ezek utan NO-donor és/vagy gyokfogo
(SNP, SNAP ¢és/vagy cPTIO) vegyiiletekkel modositottuk ezt az alap NO tartalmat a
gyokerekben, majd DAF-2DA-val festettilk és mikroszkop alatt vizsgaltuk azokat.
Mint ahogy a 7. A és DEF 4abrakon lathatd, mindkét donorkezelés a DAF-2T
fluoreszcencia jelentds mértékli novekedését eredményezte mindharom ndvényfaj
gyokerében. A NO-ot eltavolité cPTIO csokkentette a DAF-2T fluoreszcenciat mind a
kontroll, mind pedig a donor-kezelt gyokerekben. Mintdinkat megfestettik a DAF-
2DA negativ kontrolljaként szamon tartott 4-AFDA nevii fluoroforral, mely egyetlen
aminocsoporttal rendelkezik, igy nem képes a NO (vagy oxigenalt szarmazékainak)
kotésére. Ezt a kontroll kisérletet is elvégeztiik mindharom ndvényfaj esetében, és a
DAF-2DA-val festett kontroll mintdkhoz képest erdsen redukalt fluoreszcenciat
kaptunk. Jelen dolgozatban csupan egy, borsd gyokérrdl késziilt, reprezentativ

felvételt mutatunk be (7. abra B ¢és C). A tovabbiakban ,,NO fluoreszcencia”, ,,NO
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keletkezés”, ,,NO felhamozodas” kifejezések alatt a DAF-2T fluoreszcencia

intenzitasanak valtozasait értjiik.
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7. abra ,,A” 10 uM DAF-2DA-val festett kontroll valamint NO-donor és/vagy scavenger-kezelt borso,
baza és Arabidopsis gydkérszegmensekrol késziilt fluoreszcens mikroszkopos felvételek. ,,B” Kontroll
bors6 gyokér 10 uM DAF-2DA-val festve. ,,C” Kontroll borso gydkér 10 uM 4-AFDA-val festve.
Meérce=1 mm ill. 100 um. A fluoreszcens mikroszkopos felvételeket 10-es illetve 9-es filter kombinacio
felhasznalasaval készitettiik (10-es filter exc.: 450-490 nm, em.: 515-565 nm; 9-es filter exc.: 450-490
nm, em.: 515 nm). A DAF-2T fluoreszcencia pixel intenzitas értékei borsé6 (D), buza (E) és Arabidopsis
(F) gyokerekben. Az y tengelyen feltiintetett pixel intenzitds értékek a NO szintet jelzik. A

statisztikailag szignifikans kiilonbségeket egy, kettd illetve harom csillaggal jeloltiik (*P<0.05,
**P<0.01, ***P<0.001).
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V. 2. Az ozmotikus stressz és az IBA kezelés gyokérmorfologiara és

NO keletkezésre gyakorolt hatasa hasonlo, de nem azonos

Az omotikus stressz, illetve az exogén auxin gyoOkérszerkezetre ¢s NO
tartalomra gyakorolt hatdsdnak vizsgdlatahoz polietilén glikol és indol-3-vajsav
kezeléseket alkalmaztunk széles koncentracié tartomanyban.

A PEG novekvOé ozmolaritdsai megnovelték az oldalgyokerek szamat, és
csOkkentették a fogyokerek hosszat a borsdé ndvényekben (8.A dbra). Az ezzel egyiitt
jar6 NO felszabaduldas (8.A 4bra) egy intenziv kezdeti csicsot mutatott a
legalacsonyabb, alkalmazott ozmotikus értéknél, majd a novekvéd OGY szamot
parallel modon kovette a NO keletkezése. A fenotipikus akklimatizdci6 a ndvény
szerkezetére (8.B abra). Ez a jelleg Osszehasonlithatd az auxin kezelés 4altal
eredményezett morfologidval (9. abra). Korabbi felfedezésekkel egyetértésben azt
talaltuk, hogy az alacsony IBA koncentraciok (10° M-10® M) a kontrollhoz
viszonyitva hosszabb fogyokeret €s kevesebb oldalgydkeret eredményeztek, mig a
magasabb IBA koncentraciok (107 M-10" M) a fogyokerek rovidiilését és az OGY
szam novekedését idézték eld. Kontroll szintli NO tartalmat detektaltunk az alacsony
koncentracioju auxin kezelések esetében, viszont a 10° M és 10° M IBA-kezelt
gyokerekben a NO fluoreszcencia intenzitdsa 2-3-szor magasabb volt, mint a kontroll
esetében. A legmagasabb alkalmazott IBA koncentraciok (10 és 10° M) esetén
azonban az OGY szdm ¢és a NO fluoreszcencia kozotti korrelacid megsziinését
tapasztaltuk. A magasabb IBA koncentraciétartomanyban a fogydkér megnyulasa
gatolt volt. A kezelések hatdsara bekovetkezett morfologiai valtozasokat a 9.B é4bra

szemlélteti. Az alacsony és magas koncentracidtartomanyban mért NO fluoreszcenciat
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a 0, 50, 400 mOsm PEG-kezelt és 0, 10%, 10° M IBA-kezelt

gyokérkeresztmetszetekrdl késziilt digitalis fotokon mutatjuk be (10. dbra ABC ¢és

DEF).
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8. abra A) PEG 6000 altal indukalt ozmotikus stressz hatasa a fogyokér ndvekedésére (FGY, A), az
oldalgydkerek fejlodésére (OGY, m) és a NO képzddésére (o) Pisum sativum L. gyokérben. Az adatok a
kontroll %-aban vannak kifejezve a kovetkezok szerint: a fogydkérre 100%=154+15 mm névény’', az
oldalgydkérre 100=14+2,08 darab ndvény', a NO-ra 100%=906+249,82 pixel intenzitas.
Kezelésenként 9 ismétlés atlagat abrazoltuk (n=9). B) PEG kezelés okozta morfologiai valtozasok a
kontrollhoz képest. A statisztikailag szignifikans kiilonbségeket egy, kett6 illetve harom csillaggal
jeloltiik (*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001). Az y tengelyen feltiintetett DAF-2T fluoreszcencia pixel
intenzitas értékei a NO szintet jelzik.
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9. abra A) IBA koncentraciok hatasa a fogyokér novekedésére (FGY, A), az oldalgyokér szamra
(OGY, m) és a NO keletkezésre (o) Pisum sativum L. gyokérben. Az adatok a kontroll %-aban vannak
kifejezve a kovetkezok szerint: a fogyokérre 100%=144+24 mm ndvény”, oldalgyokérre 100=25+2.8
darab novény' és a NO-ra 100%=1120+126 pixel intenzitis. Kezelésenként 9 ismétlés atlagat
abrazoltuk (n=9). B) A 10 M IBA kezelés altal indukalt morfologiai valtozasok a kontrollhoz képest.
A statisztikailag szignifikans kiilonbségeket egy, kettd illetve harom csillaggal jeloltik (*P<0.05,
**P<0.01, ***P<0.001). Az y tengelyen feltiintetett DAF-2T fluoreszcencia pixel intenzitas értékei a
NO szintet jelzik.

10. abra NO fluoreszcencia borso fogyokér keresztmetszetekben a kontroll (0 mOsm PEG, A; 0 M
IBA, D), 50 mOsm PEG (B), 400 mOsm PEG (C), 10®M IBA (E) és 10°M IBA (F) kezelt mintdkban.
Meérce=500 pm. A fluoreszcens mikroszkopos felvételeket 10-es illetve 9-es filter kombinacio
felhasznalasaval készitettiik (10-es filter: exc.: 450-490 nm, em.: 515-565 nm; 9-es filter: exc.: 450-490
nm, em.: 515 nm).
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V. 3. Auxin koncentracio-fiiggé NO felszabadulas a gyokerekben

A tovéabbiakban egy egyszerii, de informativ kisérletet végeztiink az auxin
kezelés €s a NO keletkezés kozotti kapcesolat felderitése céljabol. Borsd novényeinket
5 napig kezeltik egy alacsony (10° M) vagy egy magas (10° M) IBA
koncentracidval, €s az eddigiekhez hasonldéan az el6bbi esetben a FGY megnyulasat,
az utobbi esetben pedig az OGY szam szignifikans megndvekedését tapasztaltuk (11.
abra abc, ABC). A novényeket tovabbi 5 napig kezelve a rovid OGY primordiumok
kismértékli megnyuldsat és a NO fluoreszcencia enyhe csokkenését detektaltuk (11.
abra def, DEF). A novények egy csoportjat az 5. napon alacsony koncentracioju
novények gyodkerein szamos apré6 OGY inicidlis jelent meg, a gydkerek NO szintje
pedig megnovekedett (11. abra g, G). A ndovények egy masik csoportjat forditottan
kezeltiik, vagyis 10° M IBA tartalmii tapoldatbol 10® M IBA-t tartalmazo tapoldatba
helyeztiik 6ket. Az ilyen modon kezelt novények OGY kezdeményei nagymértékben

megnyultak, és benniik a NO tartalom szignifikans médon lecsokkent (11. dbra h, H).
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11. abra “i” Gyokér morfologia (a-h) és NO fluoreszcencia (A-H) 5 napos kezelések utan
(kontroll:a,A; 10® M IBA: b,B; 10° M IBA: ¢,C) valamint 10 napos kezelések utan (kontroll:d,D; 107
M IBA: e,E; 10° M IBA: fF). “g” és “G” foté a 10® M IBA-t tartalmaz6 tapoldatbél a 10° M IBA
tartalma oldatba helyezett novényeket mutatja, mig a “h” és “H” felvételeken a 10° M IBA
koncentraciobol a 10® M IBA tartalmi tapoldatba athelyezett ndvények lathatok. A fluoreszcens
mikroszkopos felvételeket 10-es filter kombinacio felhasznalasaval készitettiik (exc.: 450-490 nm; em.:
515-565 nm). “ii” Az A-H fotokhoz tartozo relativ fluoreszcencia értékek. Mérce=1mm. Kezelésenként
9 ismétlés atlagat abrazoltuk (n=9). A statisztikailag szignifikans kiilonbségeket egy, kettd illetve
harom csillaggal jeloltiik (*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001). Az y tengelyen feltiintetett DAF-2T
fluoreszcencia pixel intenzitas értékei a NO szintet jelzik.

pixel intenzitas
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V. 4. A polaris auxin transzport szerepe a gyokérfejlédésben

Az ozmotikus kezelések hatasara kialakult gyokérmorfoldégia hasonld volt
ahhoz, melyet kiilsé IBA jelenlétében kaptunk, ahogy az a 8. és 9. abran lathato.
Felmeriil a kérdés, hogy vajon az ozmotikus stressz soran akropetalisan transzportalt
auxin felelds-e a megnovekedett oldalgyokér képzddésért és NO szintézisért vagy
sem. Ennek kideritése érdekében a polaris auxin transzport egyik gatloszerét (NPA)
alkalmaztuk és az oldalgyokér szam, valamint a NO szint csokkenését kaptuk, mig a

fogyokér novekedésére ez a kezelés gyakorlatilag nem hatott (12. abra ABC).
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12. abra A PEG koncentraciok hatasa a f6gyokér hosszra (A), az oldalgyokér szamra (B) és a NO
fluoreszcenciara (C). A fehér oszlopok a NPA nélkiili kezeléseket, a sziirke oszlopok pedig a PEG+10
uM NPA kezeléseket jelzik. A statisztikailag szignifikans kiillonbségeket egy, kettd illetve harom
csillaggal jeloltiik (*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001). Az vy tengelyen feltiintetett DAF-2T
fluoreszcencia pixel intenzitas értékei a NO szintet jelzik.
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V.5. Az ozmotikus stressz- és IBA- indukalt NO felszabadulas
idogorbéje kiillonbozo: “a stressz-NQO”

A fogyokerek hosszat, az oldalgyokerek szamat és a NO-kapcsolt
fluoreszcenciat a kezelések 0., 24., 48., 72., 96. és 120. orajaban mértiik. Ezen
kisérleteket minden PEG és IBA koncentracid esetén elvégeztiik, de az atlathatosag
érdekében mindkét kezelés esetében két reprezentativ koncentraciot valasztottunk ki,
nevezetesen az 50 és 400 mOsm PEG kezeléseket valamint a 10® M és 10° M IBA
koncentracidkat. Az ozmotikus stressz hatasara képz6dd NO-ot a kezelés 12. és 36.
orajaban is detektaltuk.

A FGY novekedése az id6 fiiggvényében egyenletesnek mutatkozott a kontroll
esetében (13. abra AD), ¢s ezt az idOben allando jelleget az 50 mOsm PEG kezelés
nem befolyéasolta, de a legnagyobb alkalmazott ozmotikus koncentraci6 gatolta a
megnytlast (13. abra A). Habar a 10® M IBA szignifikansan novelte a fogydkerek
hosszat, a megnyulas idében egyenletes jellege megmaradt, mig a 10° M IBA a
fogyokér novekedésének azonnali leallasat eredményezte (13. dbra D).

Az oldalgyokerek iniciacidja az ozmotikus kezelés utdni 48. ordban torténik,
ezutan pedig az emelkedd PEG koncentraciokkal fokozodik (13. dbra B). A kontroll
és a 10® M IBA kezelt gyokerek OGY szama idben egyenletesen emelkedett, bar ez
utobbi ndvénycsoport jelentésen csokkent OGY szammal rendelkezett, mint a
az OGY szamra, de ezutdn a “lappangd” fazis utan az oldalgyokerek szama
szignifikdns moédon megemelkedett, és a legjelentdsebb novekedés a kezelés 48. és
72. 6raja kozott volt megfigyelheté (13. Abra E). Ebbdl a szempontbol az ozmotikus

crcr

¢s E). Azonban jelentds kiilonbség fedezhetd fel a NO produkcioban a két stressz
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faktor kozott. Ozmotikus stressz alatt elkiilonithetd egy, az elsé 24 draban megjelend
tranziens NO felhalmozo6dés, melyet egy ,,lag fazis” kovet a 24. és 36. 6ra kozott.
Ezutan egy lassabb, nagymértéki NO akkumulaci6 volt detektalhatd a borso
gyokerekben (13. abra C). Vagyis ozmotikus stressz soran a NO kétfazisu
felhalmozodast mutatott. A kontroll és a 10®° M IBA kezelt gydkerek hasonloan
alacsony NO tartalommal rendelkeztek, mely id6ben kissé novekedett. A 10° M IBA
koncentracid esetében lathato fluoreszcencia novekedés csak a kezelés 48. 6raja utan
volt mérhetd (13. abra F). A NO produkcié 1dégorbéit 6sszehasonlitva (13. abra C ¢€s
F) lathato egy PEG-indukalt tranziens NO felszabadulds, mely megel6zi a lassu,

egyenletes, auxin-kapcsolt NO szintézist.
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13. abra A fogyokér novekedés (A), oldalgyokér fejlédés (B) és a NO képzodés (C) idéfiggése
kontroll (¢), 50 mOsm PEG-kezelt (A), 400 mOsm PEG- kezelt névényekben (m). A fogyokér
novekedés (D), az oldalgyokér fejlédés (E) és a NO keletkezés (F) idéfiiggése kontroll (4), 10°M IBA-
kezelt (A), 10°M IBA-kezelt nGvényekben (m).A statisztikailag szignifikans kiilonbségeket egy, kett6
illetve harom csillaggal jeloltiik (*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001). Az y tengelyen feltlintetett DAF-2T
fluoreszcencia pixel intenzitas értékei a NO szintet jelzik.
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A két tipust NO elkiilonitése érdekében a NO produkcio szintjét a kezelések
idoéfliggvényében abrazoltuk (14. abra). A differencial gorbe segitségével vildgosan
elkiilonithetd az ozmotikus stressz-indukalt robbanasszerti, valamint a 48. o6ra utani
NO felszabadulds. Mivel kisérleti rendszeriinkben a tranziens NO képzddés auxin
kezelés hatasara nem, csak ozmotikus stressz kezelt gyokerekben jelent meg, a NO

képzddés ezen gyors szakaszat elneveztiik ,,stressz-NO-nak”.
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14. abra A tranziens NO keletkezés differencial id6gorbéje a kontroll (¢), 50 mOsm PEG-kezelt (A ) és
400 mOsm PEG- kezelt (m) borsé gyokerekben.

V.6. A ,stressz-NO” szerepe a PEG altal indukalt oldalgyokér

fejlodésben

Azon kérdés megvalaszolasara, vajon a korai NO képzddés szerepet jatszik-e a
PEG-indukalt oldalgyokér keletkezésben, az ozmotikus stressz indukalt tranzienst

cPTIO segitségével gatoltuk az elsé 36 oraban és vizsgaltuk az OGY szam alakulasat
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a kisérlet 120. 6rajaban. Ezen ndvények- melyekben a ,,stressz-NO” nem volt jelen- a
kontrollhoz és a 400 mOsm PEG-kezelt novényekhez képest csokkent oldalgydkér
szamot mutattak a kezelés 120. 6rdjaban (15. dbra). Ezen eredmények arra utalnak,

hogy a korai NO felszabadulas sziikséges a PEG-indukalt oldalgyokér fejlodéshez.

OGY szam/gyokér
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15. abra A kontroll (#), a 400 mOsm PEG (m), a cPTIO + PEG (%) és a cPTIO (e)- kezelt gydkerek
oldalgydkér (OGY) fejlédése (A) és NO képzddése (B) idogorbéje. A haromszog (A ) azon ndvények
OGY szamat és NO tartalmat szimbolizalja, melyeket a 36. 6ra utan cPTIO + PEG —et tartalmazé
oldatbél 400 mOsm PEG-et tartalmazo tapoldatba helyeztiik at. A statisztikailag szignifikans

kiilonbségeket egy, kettd illetve harom csillaggal jeloltiik (*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001). Az y
tengelyen feltlintetett DAF-2T fluoreszcencia pixel intenzitas értékei a NO szintet jelzik.

V.7. Polietilén glikol altal indukalt kétfazisu NO akkumulacio buza
valamint Arabidopsis thaliana L. gyokerekben

Polietilén glikol kiilonb6zd koncentracidival kezeltiink buza névényeket (GK

Othalom fajta) és csakligy, mint borsoban, ez esetben is kétfazisa NO felhalmozodast
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tapasztaltunk. A kinetika viszont eltér6 volt az el6z8ekben tapasztalttol, hiszen itt mar
a kezelést kovetd 1-2 oraban jelentds mértéki NO képzddést detektaltunk, ami a 6.-
12. 6ra kozott kiss€é mérseklodott, majd a 12.6ra utdn a NO produkcid lasst szakasza
kezd6dott meg (16. abra AB). A NO szovetspecifikusan keletkezett a gydkerekben,
hiszen a 400 mOsm PEG kezelés a gyokércsucsban nem, viszont az azt kovetd 0.5
mm-es szakaszon (merisztematikus zona) okozott NO akkumulaciot (16. abra CD).
Arabidopsis ndovényekben vizsgalodva is megallapithatdo volt, hogy a PEG
kezelés hatasara torténd NO képzOédésben 2 szakasz kiilonithetd el: az elsé 12 6raban
jelentkezd gyors NO akkumulécio, amit egy lag fazis kovet a 12. és 24. ora kozott,
majd a NO fluoreszcencia a 36. Orara éri el a maximumat, ezutdn pedig a kisérlet

végéig magas szinten marad (17. dbra).
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16. abra NO fluoreszcencia kontroll (¢), 50 mOsm PEG (m), 100 mOsm PEG (A), 200 mOsm PEG
(@) és 400 mOsm PEG (o)-kezelt buza gyokerekben (A, B). A NO szdvetspecifikus felhalmozodasa
kontroll (C) buza gydkérben és 400 mOsm PEG kezelést kdvetden (D). Mérce=1mm. A fluoreszcens
mikroszkopos felvételeket 10-es filter kombinacio felhasznalasaval készitettiik (exc.: 450-490 nm; em.:
515-565 nm). A statisztikailag szignifikans kiilonbségeket egy, kettd illetve harom csillaggal jeloltiik
(*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001). Az y tengelyen feltiintetett DAF-2T fluoreszcencia pixel intenzitas
értékei a NO szintet jelzik.
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17. abra A NO fluoreszcencia 0 6ras (A,B), 24 oras (C,D), 72 oras (E,F) és 120 oras (G,H) 400 mOsm
PEG kezelés utan. ,,I” Fluoreszcencia intenzitas kontroll (¢) és 400 mOsm PEG-kezelt (m) Arabidopsis
gyokerekben. Mérce=500 pum. A fluoreszcens mikroszkopos felvételeket 10-es filter kombinacid
felhasznalasaval készitettiik (exc.: 450-490 nm; em.: 515-565 nm). A statisztikailag szignifikans
kiilonbségeket egy, kettd illetve harom csillaggal jeloltik (*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001). Az y
tengelyen feltlintetett DAF-2T fluoreszcencia pixel intenzitas értékei a NO szintet jelzik.

V.8. Az IBA kezelés hatiasa Arabidopsis thaliana L. gyokerek
szerkezetére és NO tartalmara

Ezen kisérleteinkhez a vad tipus mellett (Col-1) hasznaltuk az Atnoal mutans
novényeket, valamint a NR-deficiens, dupla mutans nial, nia2 névényeket. Kontroll
koriilmények kozott nem tapasztaltunk kiilonbséget a vad tipusi és mutdns
Arabidopsis thaliana L. novények oldalgyokér striisége kozott (18. abra ACE).
Tekintettel borsoval végzett kisérleteinkre az OGY képzés indukalasara 10° M IBA

kezelést alkalmaztunk mindharom névénycsoportban. Az auxin ezen koncentracioja 5
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napos kezelés utan a rovid inicialisok stirliségét ~ 4-szeresére novelte a vad tipusban
¢s az Atnoal mutansban a nem kezelt novényekhez képest (18. abra ABCD). Az
indol-3-vajsav hatasa csekélyebbnek mutatkozott a NR-deficiens mutansban, itt
ugyanis az OGY slirliség novekedése a kontrollhoz viszonyitva csupan 2-szeres volt
(18. abra EF). A NO fluoreszcenciara vonatkozolag azt talaltuk, hogy nincs kiilonbség
a vad tipusu kontroll novények fogyokere és oldalgyokér inicidlisai kozott, mig az
IBA-kezelt gyokerek szignifikansan (~3-szor) nagyobb NO fluoreszcenciat mutattak a

primordiumok teriiletén (19. abra).

— 3
E sk * *%k%*
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18. abra Kontroll (vad tipus: A, Atnoal: C, nial, nia2: E) valamint 10° M IBA-val kezelt (vad tipus:
B, Atnoal: D, nial, nia2: F) gyokerekrol késziilt fénymikroszkopos felvételek. Mérce=1mm.
Oldalgyokér siiriiség kontroll (sziirke oszlopok) és 10° M IBA kezelt (csikos oszlopok) ndvényekben.
A statisztikailag szignifikans kiilonbségeket egy, kett6 illetve harom csillaggal jeldltiik (*P<0.05,
**P<0.01, ***P<0.001).
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19. abra A Col-1 tipusa Arabidopsis gyokér fénymikroszkopos (kontroll A, 10° M IBA C) és
fluoreszcens mikroszkopos (kontroll B, 10° M IBA D) felvételei. Mérce=100 um. A NO felszabadulas
relativ fluoreszcencia értékei a fogydkérben és az OGY primordiumokban a kontroll (fehér oszlopok)
és a 10° M IBA kezelés esetében (sziirke oszlopok) (E). A statisztikailag szignifikans kiilonbségeket
egy, kettd illetve harom csillaggal jeloltik (*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001). Az y tengelyen
feltiintetett DAF-2T fluoreszcencia pixel intenzitas értékei a NO szintet jelzik.

V.9. Az IBA kezelés és a NO képzodés kapcsolatanak vizsgalata pxal

mutans Arabidopsis novények segitségével

Mivel irodalmi adatokbol jelenleg nem vilagos, hogy az indol-3-vajsav
onmaga kifejt-e auxin hatast, vagy csupan az IAA mobil raktardnak tekinthetd, mely
hormonhatéssal nem rendelkezik. Ezért felmeriil a kérdés, hogy az oldalgyokerekben
okozott NO produkcio az IBA kozvetlen hatdsa-e, vagy indol-3-ecetsavva alakuldsa
sziikséges eldfeltétele a NO képzddésének.

A kérdés megvalaszolasara vad tipusu (Col-0) és pxal mutans Arabidopsis
thaliana L. ndvényeket hasznaltunk. Az utdbbi ndvénycsoport a peroxiszomalis
zsirsav B-oxidacioban deficiens, vagyis nem torténik meg benniik az IBA indol-3-

ecetsavva alakuldsa. Mig nagy koncentraciéji IBA (10 M) 7-szeres OGY siirliséget
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alakitott ki a Col-0 novényekben, addig a pxal novények oldalgyokér stirisége csupan
~ 4-szeresére nétt a kezelés hatasara (20. abra). Kontroll allapotban a pxal mutansok
nagyobb NO fluoreszcenciat mutattak f6- és oldalgyokereik teriiletén a vad tipust
ndvényekhez képest (21. abra AB és EF). 10° M IBA kezelés a vad-tipushoz hasonld
mértékben indukalta a NO képzodését a pxal novények oldalgyokér inicidlisaiban

(21. bra CD és GH).

T

R/
%__

E OGY sliriség (db/mm)
Col-0 pxat

Kontroll 0,35+ 0,15 0,33+ 0,26

10° M IBA 2,5+ 0,707 1,37 £ 0,25

20. abra Vad tipusa (kontroll A, 10° M IBA B) és pxal (kontroll C, 10° M IBA D) gydkerekrdl
késziilt fénymikroszkopos felvételek. Mérce=Imm. A nyilak az OGY primordiumokat jelzik. OGY
stirliség kontroll, valamint IBA-kezelt vad tipusu és pxal mutans ndvényekben (E).
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21. abra Vad tipusa (kontroll A,B; 10° M IBA C,D) és pxal (kontroll E,F; 10° M IBA G,H)
gyokerekrdl késziilt fény- és fluoreszcens mikroszkopos képek és a NO fluoreszcencia relativ értékei
(sziirke oszlopok: kontroll, csikos oszlopok: 10° M IBA) (I). Mérce=100 pm. A fluoreszcens
mikroszkopos felvételeket 10-es filter kombinacio felhasznalasaval készitettiik (exc.: 450-490 nm; em.:
515-565 nm). A statisztikailag szignifikans kiilonbségeket egy, kettd illetve harom csillaggal jeloltiik
(*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001). Az y tengelyen feltiintetett DAF-2T fluoreszcencia pixel intenzitas
értékei a NO szintet jelzik.

V.10. Az IBA Kkezelés altal indukalt NO lehetséges enzimatikus

forrasanak biokémiai vizsgalata

A NO enzimatikus forrasanak vizsgalatahoz vad tipusa Arabidopsis
novényeinket az IBA kezelés mellett az allati NOS enzim gatloszerével, az L-arginin
analog L-NMMA-val (I mM), valamint a NR enzim gatld6 molibdén-analog

wolframattal (1 mM) kezeltiik, majd a NO fluoreszcenciat a kisérlet 120. orajaban
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detektaltuk. Mint a 22. abran lathato, az L-NMMA nem volt hatassal a NO
fluoreszcencidra sem a kontroll sem pedig az auxin-kezelt gyokér inicidlisokban.
Ezzel ellentétben a wolframat csokkentette a f0- és oldalgyokerek NO tartalmat a

kontroll n6vények esetében. A helyzet hasonl6 volt az IBA-kezelt ndvényekben, ahol

az exogén auxin altal indukdlt NO fluoreszcenciat a wolframat kontroll szintre

csOkkentette. (23. dbra).
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22. abra Vad tipust Arabidopsis gydkerekrdl késziilt fénymikroszkopos (A,B,E,F) és fluoreszcens
mikroszképos (C,D,G,H) felvételek. Kontroll: A,C; L-NMMA: B,D; 10° M IBA: E,G; 10° M IBA+L-
NMMA: F,H. Mérce=100 um. Relativ NO fluoreszcencia értékek (I). A fehér oszlopok a fégyokerek, a
sziirke oszlopok az oldalgydkerek NO tartalmat mutatjak. A fluoreszcens mikroszkopos felvételeket
10-es filter kombinaci6é felhasznalasaval készitettiik (exc.: 450-490 nm; em.: 515-565 nm). A
statisztikailag szignifikans kiilonbségeket egy, kettd illetve harom csillaggal jeloltiik (*P<0.05,

**P<0.01, ***P<0.001). Az y tengelyen feltiintetett DAF-2T fluoreszcencia pixel intenzitas értékei a
NO szintet jelzik.
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23. abra Kontroll (A,B), kontroll+wolframat (C,D), 10° M IBA (E,F) és 10 M IBA+wolframat (G,H)
kezelt vad tipust Arabidopsis gyokerekrdl késziilt fény- és fluoreszcens mikroszkopos felvételek.
Meérce=100 um. ,,I” A NO fluoreszcencia relativ értékei a fogyokerekben (s6tét sziirke oszlopok) és az
oldalgyokerekben (vilagos sziirke oszlopok). A fluoreszcens mikroszkopos felvételeket 10-es filter
kombinacio felhasznalasaval készitettik (exc.: 450-490 nm; em.: 515-565 nm). A statisztikailag
szignifikans kiilonbségeket egy, kettdé illetve harom csillaggal jeloltik (*P<0.05, **P<0.01,
***%p<0.001). Az y tengelyen feltiintetett DAF-2T fluoreszcencia pixel intenzitas értékei a NO szintet
jelzik.

V.11. Az IBA Kkezelés altal indukalt NO lehetséges enzimatikus

forrasanak vizsgalata mutans Arabidopsis novények segitségével

A biokémiai vizsgalatok utdn vad ¢€s mutans Arabidopsis ndvények
felhasznalasaval igyekeztiink alatdmasztani a gatloszerekkel kapott eredményeket. A
kontrollhoz képest a 10®* M IBA kezelés nem befolyasolta a NO fluoreszcenciat egyik
Arabidopsis tipusban sem, a 10° M IBA viszont a NO produkcié szignifikans
emelkedését okozta a vad tipusu és az Atmoal mutans novények oldalgyokeér
inicialisaiban (24. dbra CD és GH). A 10° M IBA-kezelt nial, nia2 mutans gydkerek

NO szintézise a kontroll névények szintje alatt maradt (24. abra KL).
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24. abra Kontroll vad tipusa (A,B), Atnoal mutans (E,F), nial, nia2 mutans (I,J) valamint 10° M IBA-
kezelt vad tipusu (C,D), Atnoal mutans (G,H) és nial, nia2 mutans (K,L) Arabidopsis thaliana L.
gyokerekrdl késziilt fény- és fluoreszcens mikroszkopos felvételek. Mérce=100 um. Kontroll (0 M,
fehér oszlopok), 10® M (sziirke oszlopok), 10° M IBA (csikos oszlopok) kezelt Col-1, Atnoal mutans
€s nial, nia2 dupla mutans gyokerek NO fluoreszcencia értékei (M). A fluoreszcens mikroszkopos
felvételeket 10-es filter kombinacié felhasznalasaval készitettiik (exc.: 450-490 nm; em.: 515-565 nm).
A statisztikailag szignifikans kiilonbségeket egy, kettd illetve harom csillaggal jel6ltik (*P<0.05,
**P<0.01, ***P<0.001). Az y tengelyen feltiintetett DAF-2T fluoreszcencia pixel intenzitas értékei a
NO szintet jelzik.

V.12. Az ozmotikus stressz hatasa Arabidopsis thaliana gyokerek

szerkezetére és NO tartalmara

o

400 mOsm polietilén glikol kezelés kb. 2-szeres OGY slriséget
eredményezett a kontrollhoz képest a vad tipust €s az Atmoal muténs gyokerekben,

ezzel ellentétben azonban a nial, nia? mutans nem mutatott PEG-indukalta OGY
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fejlodést (25. abra). Az 5 napos ozmotikus stressz kezelés jelentds NO felhalmozodast

okozott a vad tipust novények fo- és oldalgydkereiben (26. abra).
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25. abra Oldalgyokér siirtiség kontroll (sziirke oszlopok) és 400 mOsm PEG-kezelt (csikos oszlopok)
vad tipusu, Atnoal valamint nial, nia2 mutans ndvényekben. A statisztikailag szignifikans
kiilonbségeket egy, kettd illetve harom csillaggal jeloltiik (¥*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001).
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26. abra Vad tipusu Arabidopsis gydkerekrol késziilt fény- és fluoreszcens mikroszkopos felvételek
(kontroll: A,B; 400 mOsm PEG: C,D). Mérce=100 pm. Relativ fluoreszcencia értékek kontroll (sziirke
oszlopok) és 400 mOsm PEG-kezelt (csikos oszlopok) ndovények fo- és oldalgyokereiben (E). A
fluoreszcens mikroszkopos felvételeket 10-es filter kombinacio felhasznalasaval készitettiik (exc.: 450-
490 nm; em.: 515-565 nm). A statisztikailag szignifikans kiilonbségeket egy, kettd illetve harom
csillaggal jeloltik (*P<0.05, **P<0.01,
fluoreszcencia pixel intenzitas értékei a NO szintet jelzik.

***P<0.001). Az y tengelyen feltiintetett DAF-2T
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V.13. Az ozmotikus stressz altal indukalt korai (,,stressz-NO”)

valamint késoi NO forrasanak biokémiai és genetikai vizsgalata

o

Mint azt az eldzdekben lattuk (V.7. fejezet), a NO akkumulacié 2 fazisa jelen
van PEG-kezelt Arabidopsis thaliana L. gydkerekben. Feltételezésiink szerint az elsd
12 ordban megjelend ,,stressz-NO” nem enzimatikus uton keletkezik, mig a késdi,
lassabb, nagyobb mértékii NO képz6dés valamilyen enzim aktivitdsdhoz kotott
folyamat lehet. Ezen hipotézisiink tesztelésére vad tipusu névényeinket L-NMMA-
val, valamint wolframattal kezeltiik az ozmotikum mellett. A NO felhalmozodast az
L-NMMA kezelés nem befolyasolta egyik iddpontban sem. A kisérlet tovabbi
részében a PEG +wolframat-kezelt gyokerek kontroll szinti NO tartalmat mutattak

(27. 4bra).
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27. abra. A NO fluoreszcencia relativ értékei kontroll (4), 400 mOsm PEG (m), 400 mOsm PEG+L-
NMMA (x), 400 mOsm PEG+wolframat (A) kezelt gyokér mintdkban. A statisztikailag szignifikans
kiilonbségeket egy, kettd illetve harom csillaggal jeloltik (*P< 0.05, **P< 0.01, ***P< 0.001). Az y
tengelyen feltlintetett DAF-2T fluoreszcencia pixel intenzitas értékei a NO szintet jelzik.

Ezek mellett az id6 fiiggvényében detektaltuk a NO tartalmakat vad tipusa €s
nial, nia2 mutans Arabidopsis gyokerekben. EIObbi ndvénycsoport esetén a
gyokerekben kétfazisi NO akkumulaciot tapasztaltunk az ozmotikus stressz hatdsara.

A kezelés nélkiili NR-deficiens gyokerekben a NO szintje a kisérlet soran mindveégig
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a vad tipust gyokerekhez képest alacsonyabb értékeket mutatott (28. abra M). A PEG-
kezelt mutans gyokerekben megjelent a tranziens NO akkumulécio a kezelés elsé 12
orajaban, ezutan azonban a vad tipust gyokerekben tapasztalt nagymértéki, késéi NO

felszabaduléas elmaradt (28. dbra).

0. 12. 24. 36. 48. 120. id8 (h)

——K Col-1 —e—K nia1,nia2 —&— PEG Col-1 —ll— PEG nia1, nia2

28. abra Vad tipusu (Col-1) és nial, nia2 mutans Arabidopsis gyokerekrol késziilt fény-és fluoreszcens
mikroszkopos felvételek kezelés el6tt (Col-1: AB; nial, nia2: GH), 12 6ras (Col-1: CD; nial, nia2: 1J)
és 120 oras (Col-1: EF; nial,nia2: KL) 400 mOsm PEG kezelés utan. A fluoreszcencia relativ értékei
kontroll (Col-1 #; nial, nia2 ), 400 mOsm PEG (Col-1 A; nial, nia2 m) kezelt mintdkban (M). A
fluoreszcens mikroszkopos felvételeket 10-es filter kombinacio felhasznalasaval készitettiik (exc.: 450-
490 nm; em.: 515-565 nm). A statisztikailag szignifikans kiilonbségeket egy, kettd illetve harom
csillaggal jeloltik (*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001). Az vy tengelyen feltiintetett DAF-2T
fluoreszcencia pixel intenzitas értékei a NO szintet jelzik.

A PEG-indukalta NO képzddését megvizsgaltuk az Atmoal mutans novények
gyokerében is, €¢s a NO akkumuldci®6 megjelenését tapasztaluk ozmotikus stressz

hatésara (29. abra CD GH KL), csakiigy, mint a vad tipusu gyokerekben (29. abra AB
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EF 1J), vagyis a PEG ezen ndvénycsoport esetében is képes volt a NO szintézis

indukalasara.

8000 *FHhK
*kk

mo| M
% 6000 1
=
N ]
N 5000 *
‘g 4000 -
== 3000
2 20001
2. 1000 |

0
0 200 400
PEG koncentraciok (mOsm)

29. abra Kontroll (A,B), 200 mOsm (E,F) és 400 mOsm (I,J) PEG-kezelt vad tipust gyokerek valamint
kontroll (C,D), 200 mOsm (G,H) és 400 mOsm (K,L) PEG-kezelt Atnoal mutans gyokerek fény- és
fluoreszcens mikroszkopos felvételei. Mérce=100 um. Vad tipusu (sziirke oszlopok) és Atnoal mutans
(csikos oszlopok) gyokerekben detektalt relativ NO fluoreszcencia értékek (M). A fluoreszcens
mikroszkopos felvételeket 10-es filter kombinacio felhasznalasaval készitettiik (exc.: 450-490 nm; em.:
515-565 nm). A statisztikailag szignifikans kiilonbségeket egy, kettd illetve harom csillaggal jeloltiik
(*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001). Az y tengelyen feltiintetett DAF-2T fluoreszcencia pixel intenzitas
értékei a NO szintet jelzik.
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VI. Eredmények értékelése

VI. 1. Az exogén auxin és az ozmotikus stressz hatasa a gyokérzet fejlodésére és

NO tartalmara

A gyokérrendszer fejlddését a belsd, foként hormonalis és sejtciklus
szabalyozo faktorok mellett a kdrnyezeti tényezdk is befolydsoljak, melyek kozil a
legmarkansabb hatdsu a vizstressz €s a tapanyag-ellatottsdg (Nibau €s mts. 2008). A
szerkezet felépitésében az oldalgyokér inicidlisok szdma és stirlisége, valamint a
fogyokér hossza a 1ényegi paraméterek, melyeket un. “bels6¢” €s “valasz” utvonalak
szabalyoznak (Malamy 2005). Ebben a tanulmanyban egy kornyezeti faktor
(ozmotikus stressz) €s egy specifikus belsd reguldtor (auxin) hatasat vizsgaltuk a
fogyokér megnyuldsira €és az oldalgyokerek fejlodésére. Habar kordbbi munkak
bizonyitékot szolgaltattak arra vonatkozolag, hogy a NO az auxin altal indukalt
oldalgyokér fejlddésben szignalmolekulaként szerepel (Pagnussat ¢és mts. 2002,
Correa-Aragunde és mts. 2004, 2006), munkank sordn tovabbi részleteket dolgoztunk
ki, valamint kiilonbségeket talaltunk a NO keletkezésében az ozmotikus stressz és
kiils6 auxin altal indukalt gyokérndvekedés és fejlodés soran.

Az irodalomban szdmos kritika merilt fel a DAF festékcsalad
hasznalhatosagaval, specificitdsaval kapcsolatban (Broillet és mts. 2001, Zhang ¢s
mts. 2002). Ezért elsoként a NO detektalasara altalunk hasznalt fluoreszcencids
moddszer alkalmazhatosagat igazoltuk. A gyokerek endogén alap NO szintjét donor
¢s/vagy gyokfogd kezeléssekkel befolyasoltuk, és azt talaltuk, hogy a DAF-2T
fluoreszcencia a gyokerek NO tartalmanak fliiggvényében valtozott. A DAF-2DA-val
festett gyokerekhez képest a 4AF-DA festés igen jelentéktelen fluoreszcenciat

eredményezett. Ezek alapjan kijelenthetjiik, hogy kisérleti rendszeriinkben a DAF-
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2DA hasznalhato a NO detektalasara, hiszen a DAF-2T fluoreszcencia a NO
jelenlétéhez kotheto.

Vizstressz soran a gyokerek megnyutlasa altalaban erdsen gatolt, bar enyhe
ozmotikus stressz képes stimulalni a novekedést (van der Weele és mts. 2000). Ujabb
vizsgélatok ramutattak arra, hogy a novények kornyezeti hatdsokra adott novekedési
valaszaiban kulcsfontossagli az oxidativ stressz €s az auxin kozotti kolcsonhatas, ami
megvaltozott auxin transzportot, igy modosult ndvekedést €s fejlddést eredményez
(Pasternak és mts. 2005). A sajat kisérleteinkben kapott eredményeink, nevezetesen a
novekvé ozmotikus stresszre ¢€s kiilsd auxinra adott gyOkérfejlddési valaszok
hasonlosaga az eldbbi elképzelést tdmasztjak ala (8. és 9. abra). Mindkét kezelés
esetében, a f0gyokér hosszanak csokkenése elérte a kontroll gyokérhossz kb. 50%-at,
az oldalgyokér szam novekedése ozmotikus stressz hatasara pedig 180%-os, mig a
legmagasabb IBA koncentracional kb. 280%-o0s volt.

Az ozmotikus stressz €s az auxin hatdsara kialakult gyokérfejlodési
sajatsadgbeli hasonldsagok ellenére, jelentds kiilonbség volt tapasztalhaté a NO
produkci6 intenzitasiban: mig a 10° M IBA koncentracioval kezelt gydkerekben 3-
szoros, az ozmotikus stressznek kitett gydkerekben 14-szeres NO szint novekedést
meértiink a 400 mOsm-os PEG 6000 koncentracional (-0.98 MPa). Az oldalgyokerek
iniciaciojaval parhuzamosan mindkét esetben a NO produkcio intenziv ndvekedése
volt detektalhato. Koztudott, hogy az auxin kis koncentracidban eldsegiti a fogyokér
megnyulasat, mig egy hatarkoncentracid elérése utan az oldalgydkerek keletkezését
indukalja (Torrey 1950, Hinchee és Rost 1986, Casimiro és mts. 2001). A mi kisérleti
rendszeriinkben az exogén auxint (IBA) széles koncentracio tartomanyban (10 M-10"
> M) alkalmaztuk. Habar az indol-3-vajsavat leggyakrabban jarulékos gydkeresedés

vizsgalatara haszndljak, mi mégis ezt alkalmaztuk IAA-nal nagyobb stabilitdsa miatt,
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valamint azért, mert a borsdé gyokerekben természetesen is eléforduldé auxinforma
(Schneider és mts. 1985). A széles koncentracié tartomdnyban exogén moddon
alkalmazott IBA lehetdve tette gyokérnovekedésre- és fejlddésre iranyuld kettds
hatdsanak vizsgalatat: az IBA alacsony koncentracioi (10° M-10® M) a FGY
megnyulasnak kedveztek, melyet nem kdvetett NO felszabadulds, mig a magasabb
IBA koncentraciok (107 M-10° M) az OGY fejlédésért és a NO keletkezés
indukalaséért voltak felelések. Az oldalgyokér szam emelkedése €s az auxin
koncentracidé kozott egyenes aranyossag volt megallapithatd, ezzel ellentétben a NO
fluoreszcencia a 10° M-os IBA kezelésnél mutatott maximumot; az ennél nagyobb
(10% M és 10 M) IBA koncentracioval kezelt gydkerekben az OGY szam tovabb
nott, bar alacsonyabb NO fluoreszcenciat detektaltunk a gyodkerekben. Ennek
magyarazata az lehet, hogy az exogén auxin ilyen magas koncentraciéi egy NO
részvétele nélkiili utat indukalnak. Példaul az irodalomban talalunk eredményeket arra
vonatkozolag, hogy magas auxin koncentracidok az etilén szintézisét okozzak, amely
alacsony szintje kivaltja az OGY primordiumok képzddését (Hansen és Grossmann
2000, Ivanchenko ¢és mts. 2008). A 10. abra illusztrdlja a NO keletkezés
lokalizacidjanak €s intenzitdsanak kiilonbségeit ozmotikus stressz €s auxin kezelés
alatt a fogyokér keresztmetszetekben. Az exogén auxin valamint a gydkerek NO
produkcidja €s szerkezetbeli modosulasa kozotti kapcsolat vizsgalata céljabol a borso
(10® M) kdzegbe helyeztiik at és a NO fluoreszcencia csokkenését valamint a rovid
inicialisok megnyulasat tapasztaltuk. A NO tartalom novekedett, és a fdgyokereken 1]
primordiumok jelentek meg forditott kezelés esetén (11. abra). Ez azt mutatja, hogy a

gyokerekben a NO képzddése, az auxin tartalom (ezt exogén IBA kezeléssel
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modositottuk), valamint a gyokérmorfologiai valtozasok kozott szoros fiziologiai
kapcsolat van.

Az ozmotikus stressz kezelés hatdsara kialakult gyokérszerkezet hasonld volt
ahhoz, amit IBA kezelés esetén tapasztaltunk. Az irodalombol tudhatd, hogy stressz
koriilmények kozott az auxin akropetalis transzportja az uralkod6 (Potters és mits.
2007), ezért felmeriil a kérdés, hogy az ozmotikus stressz sordn akropetalisan
transzportalodo auxin felelds-e a megnovekedett OGY fejlodésért €s NO képzddésért.
Kisérletliinkben az auxin polaris transzportjat gatldo naftilftalsavat alkalmaztuk, és az
OGY szam, valamint a NO szint csokkenését kaptuk, mig a FGY megnyuladsara ez a
kezelés gyakorlatilag nem hatott. Az NPA OGY fejlodésre gyakorolt relativ csekély
hatasat azzal a ténnyel magyarazhatjuk, hogy az NPA nem gatolja az IBA
transzportjat (Rashotte ¢és mts. 2003). Az eredmények azt is mutatjadk, hogy kis
mértékben bar, de az IAA is felelés lehet az OGY képzésért borsoban. A NO
produkcid NPA altali gatlasa ozmotikus stressz koriilmények kozott kifejezettebb volt,
ami véleménylink szerint annak tudhatd be, hogy a PEG kezelés hatdsara a gyokér
indol-3-ecetsav tartalma ndvekszik, mint ahogy azt Ribaut és Pilet (1994) kimutattak
kukorica gyokerében. A megvaltozott IAA szint érzékeny az NPA kezelésre, hatassal
van a NO képzddésre ¢s az OGY indukciora.

Megvizsgalva az auxin szignalizacioé ¢és a NO jelmolekula kapcsolatat az OGY
fejloddésben lathatjuk, hogy kisérletes bizonyitékok rendelkezésre allnak ebben a
témakorben. Az oldalgyokér iniciacio elsd lépése az auxin-medialt sejtciklus aktivacio
(Himanen és mts. 2002), mely folyamatot a NO segiti lucerna sejtkultaraban (Otvos és
mts. 2005). Correa-Aragunde és mts. (2004, 2006) oldalgyokérfejlodést kisérd NO
képzddést irtak le paradicsomban. Ezeket az eredményeket alapul véve vizsgaltuk a

gyokeresedési folyamat €s a NO felszabadulas idObeli alakulasat, €s azt talaltuk, hogy
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a 10° M IBA OGY szamra és NO fluoreszcencidra gyakorolt hatasa a kezelés 48.
oraja utan jelentkezett. Az auxin-indukalt NO szintézis és oldalgyokér indukcio
hasonlé idébeli alakuldsa arra enged kovetkeztetni, hogy ezen folyamatok kozott
funkciondlis kapcsolat van (13. é&bra). Ezt a feltételezést aldtamasztja az az
eredményiink is, hogy a NO produkcié szorosan kapcsolt az auxin koncentracidhoz
(11. 4bra).

Az ozmotikus stressznek kitett és az IBA-kezelt gyokerekben a NO keletkezés
idofliggése jelentds kiilonbséget mutatott, mert az eldbbi ndvénycsoportban az
inicialisok megjelenését egy tranziens NO felszabadulds eldzte meg (13. abra). Az
ozmotikus stressz altal indukalt NO felszabadulas e korai fazisa -mely a kezelés 24.
oragjaban tetdzik- vilagosan elkiilonithetd volt az OGY iniciaciot kiséré NO
produkciotol.

Feltehetden a korai NO tranziens €s a késobbi, allando NO forrasa és szerepe
kiilonbozik. Ez utobbi NO keletkezés a kezelések 48. o6rdja utan indukalodott, mikor a
tranziens mar lecsokkent. A korai NO képzddés kinetikaja vélhetdéen forrasanak a
figgvénye lehet. A PEG altal indukalt kétfdzisi NO felhalmozddas (korai, un.
,»stressz-NO” és késd1 NO) borso mellett biza és Arabidopsis novények gyokerében is
detektalhatd volt, ami arra utal, hogy a jelenség nem fajspecifikus, hanem altalanos
jellegli. Rendkiviil korai, 30 masodperc alatt megjelend NO robbanast detektaltak
Fe® -kezelés hatasara Arabidopsis-ban, melyet az ATFerlD gén expresszioja eléz meg
(Arnaud és mts. 2006). Lassabb, korai NO tranzienst irtak le gomba elicitor altal
indukalt folyamatban, mely a kezelés utan 5 6rdval mutatott maximalis értéket, és ezt
szalicilsav (salicylic acid, SA) akkumulaci6 elézte meg (Xu és mts. 2006). Hasonlo,
tranziens NO produkcié volt tapasztalhaté 24 6raval biza novények sargarozsdaval

(Puccinia striiformis) valo fertézése utdn (Guo ¢és mts.  2004). Nemcsak
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stresszfaktorok, hanem mas novényi hormonok is indukdlhatnak gyors NO képzddést,
mint ahogy azt publikaltak poliaminok, citokininek és SA esetében (Tun és mts. 2001,
2006; Zottini és mts. 2007). Amikor az ozmotikus stressz-indukdlt NO képzddést
cPTIO-val eliminaltuk, a kontrollhoz és az ozmotikus stressznek kitett gyokerekhez
képest csokkent oldalgyokér szamot kaptunk, ami arra utal, hogy a “stressz-NO”
sziikséges az ozmotikus stressz 4ltal indukalt oldalgyokér fejlddéshez. Ezen
eredmények a NO kiilonb6zd forrasaira és a szignaltranszdukcios utakban elfoglalt
kiilonbozd lokalizacidjara utalnak, ugyanis a NO a stressz valaszok korai I€péseiben
szerepel, melyet a kiilonbdz6 utvonalak specifikacidja eldz meg.

Abiotikus stresszorok, mint példaul az ozmotikus hatasok, masodlagos,
oxidativ stresszt okoznak a ndvényekben. A novények e koriilmények kozott mutatott
novekedési valaszai a megvaltozott auxin transzportnak kdszonhetéen moéddosulnak
(Pasternak és mts. 2005). Innen adddhat a hasonldsag az ozmotikus stressz és az IBA
kezelés altal kialakitott gyokérstruktarak kozott (8B és 9B abra). Valosziniisithetd,
hogy a stressz indukalta morfogenetikai valaszokat a ndvényen beliili auxin eloszlas
szabalyozza €s a stressz, valamint a morfogenetikai valaszok kozotti szignalizacidban
a reaktiv oxigénformak is részt vesznek (Potters és mts. 2007). A mi kisérleteinkben a
tranziens moédon akkumuldloddé NO egy stresszvalaszként foghatd fel, mely
modulalhatja a gyokér auxin szintjét és/vagy a gyokérsejtek auxin érzé¢kenységét, ami
veégso soron fokozott OGY képzddéshez vezet. Eme altalunk hipotetizalt folyamatnak
nagy jelentdsége lehet a szarazsagstressz alatti fenotipikus adaptacioban.

Az indol-3-vajsav szamos novényfajban (borso, kukorica, dohany, ludfi)
természetesen eléforduld auxin. Ludwig-Miiller és mts. (1995) eredményei szerint
ozmotikus stressz alatt az IBA-szintetdz enzim aktivitasdnak fokozodasa révén

IAA—>IBA reakcid torténik. Ezzel ellentétben Zolman és mts. (2001) azonositva egy
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IBA-inszenzitiv Arabidopsis mutanst (pxal), azt talaltdk, hogy az IBA-bol szdrmazo
[AA felelds az oldalgyokérfejlodésért. Az ellentmondonak tiind eredmények
tekintetében jelenleg nem tisztazott, hogy az IBA IAA-n keresztiil hat-e, vagy 6nallo
auxin hatassal rendelkezik. Ez a kérdés a sajat kisérleti rendszeriinkben is
jelentéséggel bir, vagyis, hogy az OGY primordiumokban tapasztalt NO
felhalmozodas az IBA kozvetlen hatasa-e, vagy sem. A munkéank soran alkalmazott
pxal mutans gyokerek kontroll allapotban a vad tipusnal magasabb NO tartalmat
mutattak, ami abbdl adddhat, hogy tobb IBA-t tartalmaznak (erre vonatkozo adat
jelenleg nem all rendelkezésre), mivel ezekben a ndvényekben nem térténik meg az
IBA IAA-v4 valé atalakulisa. 10° M IBA-val torténd kezelés a vad tipust és a
mutans gyokerekben is a NO fluoreszcencia fokozodasat okozta, ami arra enged
kovetkeztetni, hogy a NO szintézisének indukalasahoz nincs sziikség az IBA
atalakulasara 1AA-va. Vagyis az IBA 6nalloan, IAA-tol fiiggetleniil eredményezi a

NO produkcid fokozodasat.

VI. 2. Az auxin-valamint az ozmotikus stressz indukalta NO lehetséges

enzimatikus forrasa

A nagy mennyiségli aktudlis irodalombdl korvonalazodik, hogy a NO
novényélettani folyamatok tucatjaiban szerepel, az abiotikus és biotikus stressz
valaszoktol a novekedés és fejlodés szabalyozasaig. Kevés informacionk van azonban
a NO forrasara vonatkozoan. A 2000-es évek elején enzimatikus eredetének két utja
volt elfogadott: a citoplazmikus nitrat reduktaz és a plazmamembran kotott NR.
Mindkét enzim nitrit képzOodését katalizalja, ami a Ni:NOR enzim reakcidja altal

alakul NO-da. A masik enzim, aminek NO-ot képz6 funkciot tulajdonitottak, a NOS
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(Barroso és mts. 1999, Neill mts. 2003, Stohr és Ullrich 1997, Stohr és mts. 2001,
Stohr és Stremlau 2006). Habar a novényekben nincs bizonyiték az emlésokéhez
hasonlé NOS jelenlétére, kiilon6z6 NOS-szerli enzimeket azonositottak az elmult
években. A kép még inkabb zavarossa valt, mikor napvilagot latott Crawford ¢és mits.
(20064a) ¢s Zemojtel és mts. (2006) vitaja a ndvényi AtNOSI 1étezését illetéen. Azt a
kovetkeztetést vontak le, hogy az AtNOSI valosziniileg direkt vagy indirekt Gton
szerepel a NO szintézisében ¢€s felhalmozodasaban, és a gént atnevezték “NO-
associated1” (AtNOAI)-nek. Az 0j név gyors elfogadasra keriilt: ijabban kimutattak,
hogy a NOS-szerli enzim (NOA1 fehérje) szerepel a so6 tolerancia mddositdsdban
Arabidopsis-ban (Zhao és mts. 2007). Annak ellenére, hogy Crawford €s mts. (2006)
megallapitottdk, hogy eredményeik tovabba nem helytalloak, miszerint az AtNOS1
egy arginin-fliggd NOS enzim, kideriilt, hogy a NOA1 fehérje NS-nitro-L-arginin (L-
NNA) érzékeny (Zhao és mts. 2007). Ujabban az AtNOAI gén termékérd] kideriilt,
hogy egy cGTP-4az, ami kozvetlen mdédon nem vesz részt a NO szintézisében.

Lamattina és csoportja tobb jelentds munkdjaban (Pagnussat és mts. 2002,
2003; Correa-Aragunde ¢s mts. 2004; 2006) megjegyzte, hogy a NO-nak és az IAA
hormonnak vannak ko6zos 1épéseik az auxin altal indukalt jarulékos- és oldalgydkér
fejlodes felé vezetd szignaltranszdukcios kaszkadban. E publikdciok megsziiletésekor
még kevés informacid volt elérhetd a NO forrasara vonatkozolag; 6k azt feltételezték,
hogy a Ni:NOR a NO-ot szinetizalo enzim, melyet az IAA transzkripcionalis vagy
poszttranszkripcionalis uton szabalyoz (Lamattina és mts. 2003).

Mivel a NR indukdlhatdé enzim, bizonyos korilmények kozotti aktivitas
novekedése eredményezheti a NO produkcid6 megnovekedését, ami az uj
oldalgyokerek fejlddéséhez jarul hozza. Egyesek elfogadhatonak vélik, hogy a NR

NO forrasként szolgdl az oldalgydkér fejlodés folyamatdban. Bar ugy tlinik, hogy
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kiilonb6zé NO forrasok kapcsolhatoak kiilonb6zd célpontokhoz. Az auxin-medialt
sejtosztodas aktivacidja és az embriogenetikus sejtek képzddése soran L-NMMA
szenzitiv NO képzddést talaltak (Otvds és mts. 2005). Nial, nia2, Atnosl mutansokat
valamint L-NMMA-t hasznalva Arabidopsis gyokerekben, leirtdk, hogy a NO
keletkezésében egy NOS-szerti enzim jatszik szerepet (Zottini és mts. 2007). Flores és
mts. (2008) arginin-amidohidroldz génben mutans (argahl-1 és argah2-1)
Arabidopsis novények vizsgalata soran arginin-fliggd NO szintézis meglétét
valoszintsitették a gyokérben. Ez utobbi megallapitds ellentétesnek tiinik sajat
kisérleteink eredményeivel. A Flores ¢és mts. (2008) altal hasznalt Arabidopsis
novények kora, valamint az altaluk alkalmazott kezelések lényegesen eltérnek a
mieinktdl, ezért éles Osszehasonlitdst nem célszerli tenni eredményeink kozott.
Emellett azonban megjegyezziik, hogy nem zarkdézunk el attol a hipotézistdl sem,
miszerint a NO-nak tobb kiilonb6zd forrésa is lehetséges ugyanazon sejten beliil,
illetve, hogy ez sejttipustdl, novénytajtdl, a szintézist indukalo tényez6tdl, vagy akar a
novény ¢letkoratol és a nevelési koriilményektdl fliggden valtozhat.

Egy korabbi tanulmanybol (Correa-Aragunde és mts. 2004) tudhato, hogy a
NO alap szintje sziikséges a normdl OGY képzéshez paradicsomban. Kisérleteink
soran -melyek eredményei jelen értekezésben nem keriiltek targyaldsra- ez eldbbi
irodalmi adattal megegyezd eredményre jutottunk borsod és Arabidopsis gyokerekben
vizsgéalodva, miszerint a NO eltavolitasa (1 mM cPTIO) csokkentette, NO donor
kezelés (1 mM SNAP) ndvelte az oldalgydkerek szamat.

Annak érdekében, hogy megtaldljuk a NO forrasat, a legtobb lehetdséget
megvizsgaltuk genetikai és farmakologiai eszk6zok felhasznalasdval. Mivel a NR az
egyik legaltaldnosabban elfogadott enzim a NO forrasai kozott, a szerepének

tisztazasara a molibdén analég wolframatot, mint gatloszert, valamint a NR-deficiens

90



VI. Eredmények értékelése

Arabidopsis dupla mutanst, a nial, nia2-t hasznaltuk (Wilkinson és Crawford, 1993).
Az el6zdekben targyalt bizonytalansag ellenére munkéank soran feltételeztiik, hogy a
kiilonb6zé NOS-szerli enzimek képezhetnek NO-ot a novényi rendszerekben, ezért az
allati, arginin-fiiggd NOS enzimek gatloszerét (L-NMMA), valamint az Atnoal
mutanst hasznaltuk.

A NR szerepérdl az I[BA-indukdlt NO szintézisben az L-NMMA
hatastalansaga, valamint a wolframat kezelés NO szintet csokkentd hatdsa taniskodott
(22. és 23. abra). Meg kell jegyezni, hogy az L-NMMA a gyokerek alap NO szintjét
nem befolyasolta, a wolframat viszont azok NO tartalmat csokkentette. A mutansok
kiilonboz6 NO szinteket mutattak a kontroll allapotukban (auxin kezelés nélkiil). A
nial, nia2 mutans esetében a masik két novénycsoportnal alacsonyabb NO
fluoreszcenciat detektaltunk, ami a gyokerekben NR-fliggd NO szintézis meglétére
utal (24. abra). Azt is meg kell jegyezni azonban, hogy a nial, nia2 mutans a vad
tipushoz hasonld OGY szamot mutatott kontroll allapotban, ami valdszintisiti, hogy a
mutansban a csokkent NO szint is elégséges a normal OGY inicidcidhoz.

Vilagosan bemutattuk, hogy az exogén IBA képes volt a NO szintézis
indukalasara a vad tipusu €s az Atnoal névényekben, de teljesen hatastalan volt a NR-
deficiens mutdnsban (24. abra). Ezen eredmények Osszessége alapjan arra a
megallapitasra jutottunk, hogy a NR enzim kulcsszerepet tolt be a NO szintézisében
az Arabidopsis gyokerekben kontroll koriilmények kozott és exogén auxin kezelés
hatasara.

Az ozmotikus stressz oldalgyokér fejlodést indukald hatdsat azonositottuk
bors6 mellett Arabidopsis-ban is. Meg kell jegyezni, hogy sajatjainkkal ellentétes
eredmények is vannak, miszerint az oldalgyokerek szama szignifikdnsan ¢és

folyamatosan csokkent agar taptalajon nevelt Arabidopsis ndvények esetében PEG

91



VI. Eredmények értékelése

8000-rel kivaltott ozmotikus stressz hatdsara (van der Weele €s mts. 2000). Fontos
megjegyezni azt is, hogy az altalunk tapasztalt hatds csak abban az esetben
jelentkezett, amikor a novényeket tapoldatban nevelve kezeltilk. Ha az ozmotikumot
szilard MS téaptalajon alkalmaztuk, nem tapasztaltuk az OGY fejlédés indukciojat.

Az ozmotikus stressz altal kivaltott NO képzddésnek két szakaszat talaltuk
Arabidopsis gyokérben is, ezért kiilon kellett tanulmanyoznunk a korai (,,stressz-NO”)
¢s a késé1 NO forrasat. Az id6 fliggvényében vizsgalodva azt lattuk, hogy az L-
NMMA nem géatolta az ozmotikus stressz-indukalt NO produkciot egyik idépontban
sem. A PEG+wolframat-kezelt gyokerekben a NO felszabadulas korai fazisa
megjelent, azonban a kés6i NO szintézis teljesen gatolt volt (27. abra). Ezzel
egybehangz6 eredményt kaptunk nial, nia2 mutans gyokerekben, ahol a stressz-NO
detektalhatd volt a PEG-kezelés hatasara, a késobbi NO keletkezés azonban elmaradt
(28. abra). Ezen vizsgélataink alapjan megallapithatjuk, hogy az ozmotikus stressz
altal indukalt korai és késéi NO forrasa kiilonb6z6: a gyorsan indukalodo ,,stressz-
NO” képzddésében sem a NOS-szerli enzim, sem a NR nem vesz részt. Tehat
feltehetden a korai NO tranziens nem enzimatikus szintézisiton képzddik. A masodik
fazisban felhalmoz6dd6 NO azonban enzimaktivitas Utjan képzddik. Ebben a
folyamatban a NOS-szerti enzim nem, a NR azonban kozvetleniil vagy kdzvetve részt
Vesz.

Eredményeink Osszefoglalasa céljabol egy Aaltalunk készitett modellben
mutatjuk be a NO ozmotikus stressz-indukalt oldalgyokér fejlddésben betoltott
szerepére vonatkozo hipotézisiinket (30. dabra). Kornyezeti stresszhatdsok
megvaltozott auxin transzportot eredményeznek a ndvényben, ami gyokérmorfologiai
valtozasokhoz, igy fenotipikus akklimatizacidhoz vezet (Potters ¢és mts. 2007).

Munkank sordan a NO eme jelenség jelatvitelében betoltott szerepét kivantuk
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felderiteni. Ismert, hogy ozmotikus stressz hatasara a szovetek IAA tartalma
novekszik (Wang és mts. 2008). Emellett az IBA szintetdz enzim aktivitas ndvekedése
1s megtorténik ozmotikus stressz hatdsara, ami az IAA indol-3-vajsavva alakulasat
katalizalja (Ludwig-Miiller 2000). A feltehetden megemelkedett auxin szint (IAA és
IBA) indukélja a NR gén(ek) expressziojat, igy az enzim aktivitasat (Vuylsteker €s
mts. 1998). A NR 6nmaga kozvetleniil képes NO képzésére (Rockel és mts. 2002),
vagy a Ni:NOR enzim- amely nitritet hasznal szubsztratként- aktivaldsan keresztiil
1dézi eld a NO produkci6 fokozddasat (Stohr és mts. 2001). A NO modulalja bizonyos
sejtosztodasban szerepld gének (CYCA 2;1, CYCA 3;1, CYCD 3;1, CDKAI)
expresszidjat (Correa-Aragunde ¢és mts. 2006), eldidézve ez altal a periciklus sejtek
inekvalis osztodasat, igy az OGY primordium iniciaciojat. Az ozmotikus stressz a
tranziens NO nem enzimatikus uton torténd képzddését is indukalja, ami egy
stresszvalasznak  tekinthetd, sziikséges az  oldalgyokér indukcidhoz, ¢és
valoszintlisithetd, hogy a gyokérsejtek auxin érzékenységének ndvelésén keresziil hat a

folyamatban.
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Ozmotikus stressz

l V‘m enzimatikus ut

IBA szintetaz ”
IAA IBA <eeeeee ,stressz-NO
NO, :
NR
NO,
NRv. NiNOR
,késoi NO”

Sejtciklus gének:
CYCA2;1
CYCA3;1
CYCD3;1

CDKA1

OGY indukcio

30. abra Az ozmotikus stressz altal indukalt oldalgyokér iniciacid
jelatvitelének feltételezett modellje (sajat abra). A fekete szin{i nyilak
és feliratok az irodalmi adatokat, a voros szinek sajat eredményeinket
jelzik. A szaggatott nyilak a ,,stressz-NO” feltételezett hatasat mutatjak.

Magyarazat a szovegben.
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A gyokérzet 1étfontossagl szerepet tolt be a ndvények élettani folyamataiban,

ezért alapvetd fontossagl egyrészt a fejlddésének szabalyozasa normal koriilmények

kozott, masrészt a novekedésének fenntartasa kiilonb6zo stresszhatasok soran. A

gyokérarchitektura kialakulasdt a kornyezeti ¢és endogén faktorok kozotti

kolcsonhatasok hatarozzak meg.

Kutatocsoportunk célja a jelen értekezésben kozolt kisérletek elvégzésével az volt,

hogy megvizsgaljuk a NO, mint bioaktiv jelmolekula szerepét a belsd &s

kiils6/kdrnyezeti tényezok altal iranyitott gyokérfejlodeési folyamatokban.

Munkank soran kapott eredményeink alapjan elmondhato, hogy:

1.

Az ozmotikus stressz €s az exogén auxin kezelés hasonld gyokér morfologiat
alakit ki bors6 ndvényben: a kezelések koncentracidojanak novekedésével a
fogyokerek megrovidiilnek, az oldalgyokér szam gyarapodik.

Mindkét faktor NO felhalmozddast idéz el a gydkerekben. A NO képzddés
idObeli tulajdonsagai azonban kiilonboznek. Az ozmotikus stressz hatdsara
kétfazisi NO akkumulécio torténik, melynek két szakasza kiilonithet6 el: egy
tranziens NO felszabadulas (,,stressz-NO”), amit egy lasst, nagymértékii NO
képzddés kovet. Ez a PEG-indukalt, két szakaszban torténd NO produkciod
buza ¢s Arabidopsis thaliana L. gydkerekben is megjelenik. Exogén auxin
kezelés hatasara tranziens NO-csucs sem borsd, sem Arabidopsis gyokerekben
nem tapasztalhato.

A korai, tranziens NO képzddés (,,stressz-NO”) sziikséges az ozmotikus
stressz altal indukalt oldalgyokér fejléddés indukalasdhoz borsoban.

Az IBA kozvetlen modon -tehat nem IAA-va alakulasat kovetden- indukélja a

NO képzddeését Arabidopsis thaliana L. oldalgyokér inicialisokban.
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5. Az exogén auxin kezelés hatdsdra torténd NO képzédés NR enzim
miikodéséhez kapcsolt Arabidopsis thaliana L. gyokér primordiumokban.

6. Az ozmotikus stressz sordn gyorsan megjelend ,,stressz-NO” képzddésében
sem a NR, sem pedig a NOS-enzim nem vesz részt. Eme folyamat hatterében
nem enzimatikus szintézis utak allhatnak.

7. Az ozmotikus stressz altal indukalt késéi NO megjelenése egyértelmiien fligg
a nitrat reduktdz enzim mikodésétdl Arabidopsis thaliana L. gydkér

primordiumokban.

Mindezekbdl vilagosan latszik, hogy a NO szerepel a kiilsé (ozmotikus sztessz) €s
a belsd (indol-3-vajsav) faktorok altal szabalyozott gyokérfejlodési folyamatokban.
Els6ként irtuk le az ozmotikus-stressz-indukalt NO tranziens (,,stressz-NO”)
megjelenését a gyokerekben, és bizonyitottuk az oldalgydkér inicidcidban betdltott
szerepét. Az auxin hatdsara, valamint az ozmotikus stressz sordn a masodik
szakaszban keletkez0 NO forrasaként a NR enzimet azonositottuk Arabidopsis
gyokerekben.

Ugy véljiik, munkankkal hozzajarultunk a novényi NO alaposabb
megismeréséhez. Természetesen rengeteg még a nyitott kérdés, melyeket csak akkor
lesziink képesek megvalaszolni, ha a tovabbiakban is lelkesen és kitartoan kutatjuk

eme valoban érdekes, sokoldalt jelmolekula természetét.
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IX.2. Ph. D. thesis

Introduction and aims

A marvelous property of plants is the rapid and efficient adaptability to
dynamically variable environment. Plants regulate growth and development of their
organs (e.g. root system) acted on the actual status of the environment (e.g. water
supply). Beside environmental factors, the endogenous hormonal system (auxin and
other hormones) of the root is the major regulator of developmental processes. In the
rich signal transduction network between the external and internal regulatory
elements, signal molecules make contact between the components to ensure the
phasing of signals.

The main goal of our laboratory was to investigate this binary regulatory
system manifested itself under root development. We compared the effects of a
notable stress factor, osmotic stress and an endogenous regulator, auxin on root
growth and development. We paid special attention on investigation of nitric oxide
(NO) 1n this system, since we supposed that this novel, bioactive molecule can be a

key component of the signal network regulating root development.

In my thesis I present the results which intend to answer the following
questions:

e [s there a similarity between the effects of exogenously applied auxin

and osmotic stress on root morphology?
e Is NO synthesis induced by auxin or osmotic stress in roots?
e Are there any differences between the degree and the temporal

properties of NO production induced by auxin or osmotic stress?
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e  Which enzyme can be the possible candidate for generating auxin- or

osmotic stress-induced NO?

Results

Among several NO detection manners one of the most frequently used is the
fluorescent microscopic determination of NO by DAF-2DA, since it makes possible in
vivo and in situ visualization of it in plant tissues. Root segments and cross-section
were dyed with DAF-2DA and they were investigated under Zeiss Axiovert 200M-

type fluorescent microscope.

I. The effects of exogenous auxin and osmotic stress on root development and NO

content of roots

The basis of our experimental results is constituted by the recognition, that the
developmental responses of roots to auxin and osmotic stress are similar. In both
cases, the reduction of primary root (PR) length reached approximately 50% of the
control and the increase of number of lateral roots (LRs) were 180% under osmotic
stress and about 280% at the highest indole-3-butyric acid (IBA) concentration.
Despite the similarities in characteristics of root growth and development under
osmotic stress and auxin load, there is a significant difference in the intensity of the
accompanying NO generation: while the maximal value is three-fold in the roots with
the high auxin load (at 10° M IBA), osmotic stress response resulted in 14-fold
increase of NO level at 400mOsm (-0.98 MPa) polyethylene glycol (PEG 6000)

concentration. In both cases LR initiation was followed by an intensive enhancement
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of NO production. The wide concentration range of exogenously applied IBA made
possible to investigate the binary effect of it on root growth and development: low
concentrations of IBA (10” M-10"* M) were favorable for PR elongation, which was
not followed by NO accumulation. Higher IBA concentrations (107 M-10° M) were
responsible for LR development and induction of NO generation. The increase in LR
number was directly proportional to the auxin concentration, but NO fluorescence
showed a maximum in 10° M IBA-treated roots.

We found that the intensive NO formation is closely linked to LR
development, since transferring plants from a solution containing high concentration
of IBA to low hormone containing nutrient solution, elongation of LR primordia and
decrease of NO fluorescence were detected. In the case of a conversely treatment NO
levels increased in roots and new primordia appeared on PRs. According to these
results we established that there is a close relationship between auxin content
(modified by exogenous IBA treatments) and NO formation in roots.

As we stated, under osmotic treatments root development was similar to that of
IBA treated plants. The question arose if under osmotic stress acropetally transported
auxin was responsible for the intensified formation of LR and NO synthesis. Using the
auxin polar transport inhibitor, naphtylphthalamic acid (NPA), the number of LR
initials and the NO level were decreased, while the growth of PR practically was not
affected. The relative low inhibition of LR development by NPA can be explained by
the fact that NPA is not an inhibitor of transport of IBA but it indicates that at least for
a low extent, indole-3-acetic-acid (IAA) can also be responsible for LR formation.

We investigated the time dependence of PR elongation, LR initiation and NO
formation under osmotic stress or exogenous auxin. The elongation of primary root

proved to be equal in time, and this constant, linear growth of PR was effected neither
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by auxin nor by PEG treatment. The lateral root initiation is more interesting, because
as the effect of IBA treatment the short LR initials appeared only after the 48th hours
of treatment. Interestingly, the situation is similar under osmotic stress, namely the
number of the 400 mOsm PEG induced LRs increased after 48 hour- treatment. The
most exciting result was that under osmotic stress a rapid phase of NO generation was
distinguishable which is followed by a slower but more significant NO accumulation.
In exogenous auxin treated roots this fast NO generation could not be found. In these
plants NO formed only after the 48th hour of treatment parallel with appearance of
laterals. The osmotic stress induced transient NO accumulation was named as “‘stress-
NO”. We found this early NO burst also in PEG-treated Arabidopsis and wheat roots,
which refers to the general nature of this phenomenon.

To answer the question, whether the early NO burst has a role in PEG-induced
LR development, we suppressed the PEG-induced transient NO burst with 2-(4-
carboxyphenyl)-4,4,5,5-tetramethylimidazoline-1-oxyl-3-oxid (cPTIO) in the first 36
h. These samples showed decreased LR number compared to control and 400 mOsm
PEG-treated roots in the 120™ h of treatment. This strongly suggests that “stress-NO”
is needed to PEG-induced LR development.

Indole-3-butyric acid is a natural auxin form in several plant species (pea,
maize, tobacco, Arabidopsis). However there are contradictory results in literature
concerning that IBA acts via IAA, or it has its own auxin effect. This question has
great importance in our experimental system, namely the discovered NO accumulation
in LR primordia 1s the direct effect of IBA or not. For investigation of this we used
peroxisomal fatty acid B-oxidation-deficient pxal Arabidopsis mutant, in which [AA
is not able to convert IBA. In these control mutant roots higher NO fluorescence was

found compared to wild type (Col-0). The reason of this difference can be that
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mutants contain more IBA than wild type roots, because conversion of it to IAA does
not happen (however literature data are not available). Treatment with 10° M IBA
resulted in enhancement of NO formation in mutant laterals comparably to wild type,

which suggests the own auxin effect of IBA on NO production.

The effects of exogenous auxin and osmotic stress on root development and

NO content of roots can be summarized as follows:

1. Osmotic stress and exogenous auxin treatment induced similar changes in
root morphology of pea: i.e. increasing concentrations of both exogenous
auxin and polyethylene glycol caused shortening of PRs and enhancement

of LR number.

2. Both factors induced NO accumulation in roots, however temporal
properties of NO formation were different. As the effect of osmotic stress,
a two-phase NO generation was detectable, where a rapid, transient NO
formation (“stress-NO”), could be distinguished followed by a slower, but
more significant NO accumulation. These two periods of PEG-induced NO
synthesis was found also in roots of wheat and Arabidopsis thaliana L.

Transient NO peak was not observed in auxin-treated roots.

3. “Stress-NO” is required for osmotic stress-induced LR formation of pea.

4. IBA directly (not through its conversion to IAA) induces NO formation in

LR initials of Arabidopsis thaliana L.
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I1. Possible enzymatic source of auxin- and osmotic stress-induced NO

After we worked out the details concerning involvement of NO in root
developmental processes, we tried to identify the possible source of NO. For these
experiments wild type (Col-1), Atnoal mutant (deficient in mitochondrial cGTP-ase
activity) and nitrate reductase (NR)-deficient double mutant (nial, nia2) Arabidopsis
plants were used. Our results clearly show that exogenously applied IBA caused 4-
fold increase in lateral root frequency of wild type and Atnoal plants. The same
concentration of auxin resulted in only 2-fold enhancement of LR frequency in the
case of NR-deficient mutant. In wild type Arabidopsis IBA-induced NO fluorescence
was restricted to the LR initials in contrast to PR sections, where it remained at the
control level. The role of NR in auxin-induced NO accumulation was firstly proved by
the fact that tungstate, a potent inhibitor of the enzyme decreased NO levels in LR
primordia and N%monomethyl-L-arginine (L-NMMA) and the inhibitor of
mammalian NOS enzyme had no effect on it. Beside this, LNMMA treatment did not
influence the basal NO level of root cells, while tungsate decreased it. Mutant plants
showed different basal levels of NO in their control state (without treatment). In nial,
nia2 mutant roots lower NO fluorescence compared to the other two groups was
detected. This suggests NR-dependent NO synthesis in roots of Arabidopsis.
Exogenous IBA was able to induce NO generation in wild type and Atnoal LR
initials, but it failed to do so in nial, nia2 roots. Since two phases of NO generation
were distinguishable in PEG-treated Arabidopsis, we had to separately examine the
sources of NO generated in the two processes. Within 24 hours after osmotic

treatment, LNMMA did not inhibit NO formation in wild type laterals, and “stress-
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NO” appeared in NR-deficient mutant. This led us to the conclusion that generation of
early NO transient is independent from the activities of NOS and NR enzymes. The
second phase of PEG-induced NO formation is NR-associated, because in roots of
nial, nia2 double mutant IBA treatment did not result in enhanced NO level in
contrast to wild type and Atnoal roots, where NO fluorescence significantly increased

after auxin treatment.

Our results obtained in association with possible enzymatic source of auxin-

and osmotic stress-induced NO can be concluded as follows:

1. Exogenous auxin-induced NO synthesis is NR-associated in Arabidopsis

thaliana L. root primordia.

2. Generation of “stress-NO” under osmotic stress is independent from NOS
or NR activities. Presumably, early NO is formed by non-enzymatic

pathways.

3. The second phase of PEG-induced NO formation is obviously related to

the activity of nitrate reductase enzyme.

Our results detailed above were published in international, referred papers (see
publication list). According to our best knowledge this is the first dissertation, in
which details are worked out regarding to the role and enzymatic source of NO in root

developmental processes regulated by auxin or osmotic stress.
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