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Intracellularis stresszvalaszok novényekben és azok leképezése:

a nitrogén-monoxid szerepe

1. A nitrogén-monoxid (NO) szerepe a gyokér novekedésében és fejlodésében szarazsag
stressz alatt.
2. A NO hatasa a fotoszintézis regulicios elemeire

3. Hatas — kolesonhatas a nehézfémek és a NO kozott

1. A nitrogén-monoxid (NO) szerepe a gyokér novekedésében és fejlodésében szarazsag
stressz alatt.

A gyokérrendszer fejlodését a belsd, foként hormondlis és sejtciklus szabalyozo
faktorok (Malamy és Benfey, 1997) mellett kornyezeti faktorok is befolyasoljak, melyek
koziil a legmarkansabb hatasu a viz stressz €s a tapanyag ellatottsdg (Lynch 1995, Malamy és
Ryan 2001, Malamy 2005). Ebben a tanulmanyban egy kornyezeti faktor (ozmotikus stressz)
és egy tipikus bels6 faktor (auxin) hatasat vizsgaltuk a fogyokér megnyutlasra, a masodlagos
(oldal-) gyokérfejlodésre és a nitrogén-monoxid (NO) jelmolekula keletkezésére.

Viz stressz soran a gyokerek megnyulasa altalaban erésen gatolt, bar enyhe ozmotikus
stressz képes stimulalni a novekedést (van der Weele és mts. 2000). Ujabb vizsgalatok
ramutattak, hogy a kulcs folyamat a novények kornyezeti hatdsokra adott valaszai sordn az
oxidativ stressz €s az auxin kozotti kolcsonhatds, ami megvaltozott auxin transzportot, igy
modosult novekedést ¢és fejlodést eredményez (Pasternak ¢és mts. 2005). A sajat
kisérleteinkben kapott eredményeink, nevezetesen a novekvd ozmotikus stresszre és kiilsd
auxinra adott gyokérfejlodési valaszok hasonlosdga az el6bbi elképzelést tamasztjak ala.
Mindkét kezelés esetében, a fogyokér hosszanak csokkenése elérte a kontroll kb. 50%-at és az
oldalgyokér szam novekedése ozmotikus stressz hatasara pedig 180%-o0s, mig a legmagasabb
indol-3-vajsav (IBA) koncentracional kb. 280%-0s volt. Az ozmotikus stressz és az auxin
hataséra kialakult gyokérfejlodési sajatsagbeli hasonldsagok ellenére, jelentds kiilonbség volt
a nitrogén-monoxid felszabadulds intenzitisaban: mig a 10> M IBA koncentracioval kezelt
gyokerekben 3-szoros, az ozmotikus stressznek kitett gyokerekben 14-szeres NO szint

novekedést mértiink a 400 mOsm-os polietilén glikol (PEG 6000) koncentracional (-0.98



MPa). A NO produkcié intenziv ndvekedése kisérte az oldalgyokerek iniciaciéjat mindkét
esetben. A széles koncentraciotartomanyt exogén alkalmazott IBA Ilehetévé tette
gyokérnovekedésre- és fejlddésre iranyuld kettds hatdsanak vizsgalatat: az IBA alacsony
koncentracioi (10'g M-10® M) a fogyokér megnyulasnak kedveztek, melyet nem kovetett NO
felszabadulas, mig a magasabb IBA koncentraciok (10'7 M-1073 M) az oldalgyokér fejlodésért
¢s a NO keletkezésért voltak feleldsek. Az oldalgyokér szam emelkedése folyamatos volt, de
a NO fluoreszcencia a 10° M-0s IBA kezelésnél mutatott maximumot. Az intenziv NO
felszabadulas szorosan kapcsolt az oldalgyokerek fejlédéséhez, mivel a NO fluoreszcencia
csOkkenését és a rovid primordiumok megnyuldsat detektaltuk, miutdn a ndvényeket alacsony
jelentek meg forditott kezelés esetén. A gyokeresedési folyamat és a NO felszabadulas
id6fiiggésének vizsgalata soran azt talaltuk, hogy a 10° M IBA oldalgydkér szamra és NO
fluoreszcenciara gyakorolt hatdsa a kezelés 48. ordja utan jelentkezett. Az auxin-indukalt NO
szintézis és oldalgyokér indukcio hasonld idébeli alakulasa arra enged kovetkeztetni, hogy
ezen folyamatok kozott funkciondlis kapcsolat van. Ezt a feltételezést aldtdmasztja az
eredmény, hogy a NO fluoreszcencia szorosan kapcsolt a gydkerek auxin szintjéhez. Az
ozmotikus stressznek kitett és az IBA-kezelt gyokerekben a NO keletkezés idofiiggése
jelentds kiilonbséget mutatott, mert az eldbbi ndvénycsoportban az inicidlisok megjelenését
egy tranziens NO felszabadulas (,,stressz-NO”) elézte meg. Az ozmotikus stressz altal
indukalt NO felszabadulas e korai fazisa - mely a 24. érdban tetdzik- vildgosan elkiilonithetd
az oldalgydkér iniciaciot kisérd NO fluoreszcenciatol. A PEG-indukalta korai és késéi NO
felszabadulasokat bors6 mellett Arabidopsis és buza novények gyokerében is megtalaltuk,
ami a jelenség altalanos jellegére utal.

A korai NO tranziens és a késobbi, allanddé NO- fazis forrdsa és szerepe valosziniileg
kiilonbozik. Ez utobbi NO felszabadulds a kezelések 48. ordja utan indukalddott, mikor a
tranziens mar lecsokkent. A korai NO tranziens kinetikaja a NO forrasanak a fiiggvénye lehet.
Amikor az ozmotikus stressz indukalt NO felszabadulast bors6 gyokerekben a NO gyokfogo
2-(4-carboxifenil)-4,4,5,5-tetrametilimidazolin-1-oxil-3-oxiddal ~ (cPTIO) eliminaltuk, a
kontrollhoz és az ozmotikus stressznek kitett gyokerekhez képest csokkent oldalgyokér
szamot kaptunk, ami arra utal, hogy a korai NO tranziens (“stressz-NO”) sziikséges az
ozmotikus stressz altal indukalt oldalgyokér fejlodéshez. Ezen eredmények a NO kiilonb6z6
forrasaira és szignaltranszdukcios utban elfoglalt kiilonb6z6 lokalizacidjara utalnak, ugyanis a
NO a stressz valaszok korai 1épéseiben szerepel, melyet a kiilonb6z6 Gtvonalak specifikacioja

el6z meg.



A NO hatasanak egyik lehetséges ttja az oldalgyokér fejlodés vezetd szignalizacioban
az un. S-nitroziacios reakcio, igy az alacsony redox potencialu ditiotreitolt (DTT) alkalmaztuk
az S-nitrozilacids események gatlasara, és az oldalgyokér szam szignifikdns csokkenését
kaptuk. Ebbdl azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy az auxin szignalizacioban a NO S-
nitrozilacios reakciokban modosithatja bizonyos enzimek vagy transzkripcios faktorok
aktivitasat.

Az indol-3-vajsav szamos novényfajban (pl. borsd, kukorica, dohany, ludfi)
természetesen el6forduld auxin. Az irodalomban azonban ellentmond6 eredmények vannak
arra vonatkozolag, hogy az IBA indol-3-ecetsav (IAA)-on keresztiil hat-e, avagy 6nallé auxin
hatassal rendelkezik. Ez a kérdés a sajat kisérleti rendszerlinkben is jelentdséggel bir, vagyis,
hogy az oldalgyokér (OGY) primordiumokban tapasztalt NO felhalmozodas az IBA kozvetlen
hatasa-e. Ennek vizsgalatdhoz a pxal-1 mutans Arabidopsis novényeket hasznaltuk,
melyekben az IBA nem képes atalakulni IAA-va (Zolman és mts. 2000). A fent emlitett
kontroll pxal-1 mutans gyokerek vad-tipusnal magasabb NO tartalmat az okozhatja, hogy
tobb IBA-t tartalmaznak (bar erre vonatkozo irodalmi adat jelenleg nem all rendelkezésre),
mivel ezekben nem torténik meg annak atalakulasa IAA-va. 10° M indol-3-vajsavval torténd
kezelés a mutans oldalgydkér primordiumokban megndvelte a NO fluoreszcenciat a vad-
tipusu novényekhez hasonld mértékben, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a NO szintézisét
az IBA nem IAA-n keresztiil, hanem kozvetleniil indukalja.

Miutdn részleteket dolgoztunk ki a NO gyokérfejlddésben jatszott szerepére
vonatkozolag borsé ndvényben, a NO lehetséges enzimatikus forrdsdnak mibenlétére kerestiik
a valaszt. Ezen kisérleteinkhez vad tipust (Col-1), nitrogén-oxid szintaz (NOS) mutans
Atnoal (Guo és mts. 2000) és nitrat reduktaz (NR) deficiens nial, nia2 (Wilkinson ¢és
Crawford, 1993) Arabidopsis thaliana L. novényeket hasznaltuk fel. Eredményeink vilagosan
ramutatnak, hogy az exogén alkalmazott IBA megnovelte a vad tipust, az Atnoal és a nial,
nia2 mutans novények oldalgyokér stirtiségét, bar az elébbi két névénycsoportnal az IBA ~ 4-
szeres OGY striiséget eredményezett, a NR-deficiens ndvényekben ez a hatds csupan 2-szeres
volt. Vad-tipusu gyokérben az IBA altal indukalt NO fluoreszcencia a primordiumok
teriiletére lokalizalodott, a fédgyokérben kontroll szinten maradt. A NR szerepérdl az IBA-
indukalt NO szintézisben az allati NOS enzim gatlo N®—monometil-L-arginin (L-NMMA)
hatastalansaga, valamint a NR enzim gatld wolframat kezelés NO szintet csdkkentd hatasa
tanuskodott. Emellett az L-NMMA a fégyokerek alap NO szintjét nem befolyasolta, a
wolframat viszont a kontroll gydkerek NO tartalmat is csokkentette. A mutdnsok kiilonbdzo

NO szinteket mutattak a kontroll allapotukban (auxin kezelés nélkiil). A nial, nia2 mutans



esetében a masik két novénycsoportnal alacsonyabb NO fluoreszcenciat detektaltunk, ami
NR-fliggd NO szintézis meglétére enged kovetkeztetni a gydkérben. Vilagosan bemutattuk,
hogy az exogén IBA képes volt a NO felszabadulast indukélni a vad tipust 4s az Atnoal
novényekben, de teljesen hatastalan volt a NR-deficiens mutansban. Az ozmotikus stressz
soran bekovetkez6 NO képz6désnek két szakaszat talaltuk Arabidopsis gyokérben is, ezért
kiilon kellett vizsgalnunk a korai (,,stressz-NO”) és a késéi NO forrasat. A NOS- inhibitor L-
NMMA nem gatolta a NO szintézist az elsé 24 oraban, viszont a nial, nia2 mutans
gyokerekben a PEG- indukalta Kkorai ,,stressz-NO” megjelent (1. abra).  Ezekbdl arra
kovetkeztethetiink, hogy a ,,stressz-NO” keletkezése fiiggetlen a NOS és a NR enzim
aktivitasatol. Tovabbi kisérletiinkbdl kideriilt azonban, hogy a késéi NO enzimatikus uton,
NR enzim aktivitdsdhoz kapcsoltan keletkezik, hiszen vad tipusu és az Atnoal mutansban az
OGY stirliség és a NO képzddés fokozodott, mig a NR mutansban a PEG kezelést nem

kovette sem OGY indukcio, sem intenziv NO felszabadulas.

vad-tipus nial, nia2

Arabidopsis thaliana L. oldalgyokér primordium

relativ NO fluoreszcencia

0. 12. 24, 36. 48. 120. idé (h)

—— K Col-1 —8— K nial,nia2 —&— PEG Col-1 —ll— PEG nial, nia2

1. abra Vad-tipust (Aa: 12 6ras PEG kezelés Bb: 120 oras PEG kezelés) és nial, nia2 (Cc:
12 o6ras PEG kezelés, Dd: 120 6ras PEG kezelés) mutans Arabidopsis gyokerekrol késziilt
fény- (A-D) és fluoreszcens mikroszkopos (a-d) felvételek. A NO fluoreszcencia relativ
értékei kontroll (vad tipus ¢, nial, nia2 e) és 400 mOsm PEG kezelt (vad tipus A, nial, nia2
m) gyOkerekben.

2. A NO hatasa a fotoszintézis regulacios elemeire
Biologiai rendszerekben a NO reagalni képes tiol- és vastartalmil fehérjékkel

(Lamattina és mts. 2003). A fotoszintetikus €s a mitokondridlis elektron transzport lanc



bovelkedik atmeneti fémeket tartalmazo komplexben, emellett ismert, hogy a NO ¢és a
peroxinitrit gatolja a mitokondrialis elektrontranszport lancot (Yamasaki és mts. 2001). Az
exogén NO fotoszintetikus aktivitdsra gyakorolt hatdsa intakt levelekben kevéssé
tanulmanyozott. Ennek oka a kisérletekben hasznalt, kiilonb6z6 mesterséges donorokban (is)
keresendd, mivel kiilonb6z0 mennyiségli ¢és redox-allapoti NO-t eredményeznek.
Mellékhatasait tekintve a natrium nitroprusszid (SNP) a legjelentésebb, mert a NO mellett
cianid is felszabadul, igy a kisérleti eredmények a NO szerepét illetéen téves interpretaciohoz
vezethetnek. Ezért munkank soran tobb NO donor és gyokfogd molekulat teszteltiink intakt
leveleken és azt tapasztaltuk, hogy az SNP altal okozott valtozasokért részben a cianid a
felelds. A tovabbi donorok koziil a SNAP 2 o6ra inkubacio utan alacsony NO szintet produkalt,
mig a S-nitrozoglutationrdl (GSNO) elmondhato, hogy bioldgiai hatasa a beldle felszabadulo
NO-nak tulajdonithato. Ezen kisérletiink felhivja a figyelmet a donorok koriiltekintd
megvalasztasanak sziikségességére, emellett ramutat arra, hogy a GSNO hatékony donorként
alkalmazhatd fotoszintézis vizsgalatokra in vivo. Eredményeink szerint a Qa reoxidacios
kinetikdja azt mutatja, hogy a NO lassitja az elsddleges és madasodlagos kinon elektron
akceptorok kozotti elektron transzfer 1€pést €s gatolja a Qa és a vizbontd enzim S2 allapota
kozotti toltésrekombinaciot, valamint kolcsonhat a PS2 tirozin YD gyokkel is. Ezekkel az
eredményekkel egybehangzdan a klorofill lasst fluoreszcencia indukcid kinetikdja arra utal,
hogy a NO gatolja a fotokémiai €s nem-fotokémiai kioltas 1épéseit is. A NO ugyancsak
modositja a reakciokdzponttal asszocidlt nem-fotokémiai kioltast. Bizonyitottuk, hogy az SNP
altal indukalt valtozasokat részben a cianid okozza, ezért indokolt a kisérletekben tobbféle NO
donor és gyokfogd hasznalata. Osszességében megallapithatjuk, hogy a nitrogén-monoxid a

fotoszintetikus elektron transzportlanc kulcsszabalyozoi kozé tartozik.

3. Hatas — kolcsonhatas a nehézfémek és a NO kozott

A NO szignalmolekulaként szerepel kiilonboz6 abiotikus stressz valaszokban, mint
példaul a nehézfém stressz. Néhany irodalmi adat ravilagit arra, hogy kapcsolat van a NO és
a vas metabolizmus kozatt.

Munkank sordn vizsgaltuk kiilonb6zé nehézfémek (kadmium, réz, cink) NO
produkciora gyakorolt hatasat Brassica juncea L. és Pisum sativum L. és Triticum aestivum L.
novényekben. Ahhoz, hogy a NO ¢és a nehézfémek 4altal indukalt antioxidans
védémechanizmus elemei kozotti kapcesolatrendszert megismerjiik, meg kell vizsgalnunk az
ebben szerepld antioxidans enzimek aktivitdsanak és egyes reaktiv komponensek szintjeit.

Kisérleteinkben Brassica juncea novényeket hasznaltunk. A novények nehézfém kezelése



utdn mértik a szuperoxid dizmutaz (SOD), katalaz (CAT), peroxiddz (GPX), glutation
reduktdz (GR) enzimek aktivitdsat ¢és a nem-fehérje tiolok (glutation) mennyiségének
valtozasat. In situ, specifikus festés utan mikroszkopiasan detektaltuk a névények gyokerében
képz6do reaktiv oxigénformak koziil a hidrogén-peroxid (H20,) és a NO megjelenését.
Eredményeink szerint a réz esetében megfigyelhetd gyors NO keletkezési fazisban
lipidperoxidécios és autoxidacids folyamatoknak van szerepe, mig a lassu fazisban illetve a
kadmium esetében az oxidacios folyamatok mellett enzimatikus szintézis is szerepet jatszhat.
A H;0, a szuperoxid anion dizmutacioja soran keletkezik, amely reakciét a SOD enzim
katalizalja. Réz kezelés hatdsdra emelkedett az enzim aktivitdsa a ndvények gyodkerében, mig
a kadmium kezelés nem okozott szignifikans valtozast. Ez arra utal, hogy a réz okozta
oxidativ karositas jelentdsebb mértékii, mint a Cd®* esetében, mivel jelentésebb a H,O,
akkumulacié a gyokérszovetekben. A fénymikroszkdpos felvételek azonban ellenkezd képet
mutattak: a HO,-t jelz6 barna elszinezddés erételjesebb volt a Cd* kezelt névények
esetében, mig a réz kezelt novények gyokere a kontroll névényekhez hasonlo elszinezddést
mutatott. A jelenségre az antioxidativ enzimek aktivitdsdnak valtozasa ad magyarazatot. A
H,O, eliminalasaban részt vevd kulcsenzimek, a katalaz, illetve a peroxiddz aktivitasai a
gyokérben megndvekedtek a nehézfém kezelés hatdsira, amely a réz esetében kiilondsen

szignifikans volt. Az emelkedés a levélszovetekben joval kisebb mérteki volt.

Osszefoglalas

Az elmult négy évben, a palyazat tamogatasaval végzett kutatdomunkank nagyban
hozzajarult ahhoz, hogy vilagosabb képet kapjunk a nitrogén-monoxid jelmolekula szerepérol,
hatasarol a vizsgalt fizioldgiai folyamatokban. Elsdként irtuk le az ozmotikus stressz hatdséara
megjelend gyors NO képzddést (,,stressz-NO) borsod, buza és Arabidopsis gyokerekben
valamint bizonyitottuk, hogy ez a korai, tranziens NO akkumulacio sziikséges az ozmotikus
stressz altal indukalt oldalgyokér fejlodés indukalasdhoz borsoban. Meghataroztuk az
ozmotikus stressz, valamint az auxin indukalta- NO forrasat. Bizonyitottuk, hogy az SNP altal
indukalt valtozasokat részben a cianid okozza, ezért indokolt a kisérletekben tobbféle NO
donor és gyokfogod hasznalata. Kisérleteink révén fényt deritettiink a nitrogén-monoxid
kulcsszerepére a fotoszintetikus elektron transzportlanc szabalyozéasédban. Szintén elsdként
irtuk le a réz kezelés hatasadra megjelend gyors NO képzddést gyokerekben. Meghataroztuk,
hogy ebben a tranziens NO keletkezési fazisban lipid peroxidacios és autoxidacios
folyamatoknak van szerepe, mig a lassu fazisban illetve a kadmium esetében az oxidacios

folyamatok mellett enzimatikus szintézis is szerepet jatszhat.



A fent részletezett kutatomunka a palyazatban kitlizott céloknak maradéktalanul
megfelel és eredményeink nemzetkozileg elismert szakfolyoiratokban kozlésre keriiltek
valamint szamos fiiggetlen hivatkozassal rendelkeznek. Jelenleg is keveset tudunk azonban a
NO hatasmodjarol az egyes szignaltranszdukcios utakban, és a jelatvitel komponenseinek

azonositasa is tovabbi kutatdmunkat igényel.
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