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1. Bevezetés

A gyokér tobbek kozt a novények szamara sziikséges viz és a benne oldott tapelemek
felvételéért felelds. Kapcesolatot hoz 1étre a ndvény €s a rhizoszféra kozott. A gyokérrendszert
szdmos endogén €s exogén hatds éri, amely annak valtozasat okozza. A ndvények érzékelik a
kiilonbozd hatasokat és bizonyos mértékig tudnak alkalmazkodni. Az extrém mértékii vagy
hosszabb ideig tartd6 hatas karositd lehet. Azt a kornyezeti tényezOot, ami a kordbbi
homeosztazistol eltérd allapotot hoz létre stresszornak hivjuk, mig a megvaltozott allapotot
stressznek nevezziik (Selye 1956). A stressz rovid tavon okozhat akut karosodast, ami
nagyrészt a sejtben megnovekedett reaktiv oxigén formékon (ROS) keresztiil torténik meg.
Ezeket a molekuldkat antioxidansok semlegesitik, megvédve ezzel a sejtet. Amennyiben a
ROS szint annyira megnd, hogy az antioxiddnsok nem képesek megbirkdzni vele, a sejt
membranjaiban, fehérjéiben és DNS-ében kéarok keletkeznek, aminek eredményeként a sejt el
is pusztulhat. Stressz hatasokra a ROS szint mellett az antioxidans rendszer is valtozik, és
tagabb értelemben az antioxidansok a homeosztazist hivatottak fenntartani. Az elmult
¢évtizedben a stressz szemlélet valtozasa kovetkeztében a figyelem kdzpontjaba keriilt a sejtek
redukcids-oxidacios (redox) allapota (Potters és mtsai. 2010). A redox allapot a sejtek oxidalo
¢s redukald molekuldinak az Osszességébdl adodik Ossze. A stresszorok képesek
megvaltoztatni a redox allapotot a ROS mennyiségének ndvelésével, ekkor a sejtek oxidaltabb
allapotba keriilnek. Azonban ez a ROS formak direkt atalakitdsa mellett, jelatviteli
folyamatokon keresztiil génexpresszids valtozasokat elinditva a homeosztazis visszaallitasat
szolgald valaszreakciokat valt ki. A sejtek, szovetek redox allapotdban bekovetkezd
valtozasok azonban igen gyorsak ¢és nehezen kovethetok. Legpontosabb képet in situ
modszerekkel kaphatunk, €s azon beliil is nagy jelentdségli a genetikailag kodolt redox probak
hasznalata. Kisérleteink soran a redox szenzitiv zold fluoreszcens proteint (roGFP2)
hasznaltuk a gyokér redox allapot véltozasanak in vivo vizsgéalatdra. Célunk volt a
citoplazmaban kifejez6d0 génkonstrukcidé novénybe juttatasdra a Rhizobium rhizogenes
(korabbi neve: Agrobacterium rhizogenes) alkalmazasa, illetve az igy kifejeztetett redox proba
hasznélata. A R. rhizogenes talajban €16 baktérium, amely a novény sériilése esetén fertzhet.
A sériilés helyén hajszalgyokeresedést okoz, ami olyan gyokerek képzddését eredményezi,
amelyek exogén hormonhatastoél fiiggetleniill nének és genetikailag stabilak. Fontos
tulajdonsaguk, hogy transzformalds utdn nagy mennyiségben fejeztethetnek ki a novénnyel

rokon- és idegen fajok anyagcsere termékeit is.



2. Irodalmi attekintés

2.1 A ndvények gyokérrendszerét meghatarozo fobb tényezok
2.1.1. A gydkérrendszer fejlodésének fobb hormonalis tényezoi

A gyokérrendszer fejlodésében nélkiilozhetetlen szerepet jatszanak a hormonok. Koéziiliik az
egyik legfontosabb az auxin, amely egy széles korii hatdssal rendelkezd hormon. A biologiai
hatast kivalto f6 molekula az indol-3-ecetsav (Fehér és mtsai. 2019). Az auxin altal
szabalyozott gének promoterében auxin response element (AuxRE) talalhatd, ezekhez auxin
valasz faktorok (ARF) kapcsolodnak. Auxin hidnyaban az ARF-okhoz represszor fehérjék
kapcsolodnak, géatolva ezzel a miikodésiiket. A gydkérrendszerre kifejtett egyik legfontosabb
hatasa, hogy a fogyokér novekedését serkenti. Emellett a gyokerek eldgazasaért is felelds, a
ciklin dependens kinazok és a ciklin D gének szabalyozéasaval a sejtosztodast szabalyozza
(Khan és mtsai. 2016). Az auxin a jarulékos gyokerek kialakulasat az oldalgyokerek
fejlodéséhez hasonloan szabalyozza (Bellini és mtsai. 2014). Emellett az auxin felelds a sejtek
megnyulasaért, differencidlodasaért és a gyokérmerisztéma mitkodéséért (Fehér és mtsai.
2019). A citokininek az auxinnal kdolcsonhatasban hajtasban altalanosan serkentik a
sejtosztodast. Viszont gyokerekben sok esetben gatoljdk a sejtosztodast, illetve a
differencialodast eldsegitve a merisztéma sejtjeinek szdmat csokkentik, az oldalgydkerek

megnyuldsos novekedését gatolhatjak, a jarulékos- és oldalgyokerek fejlodését gatoljak. Az
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2020). Az abszcizinsav az ozmotikus stressz hatdsara halmozodik fel. Fokozza a gydkerek
vizfelvételét, szarazsagstressz alatt a fogyokér novekedését serkenti, mig az oldalgydkerek
novekedését gatolja. A fogyokerek novekedését koncentraciotol fliggden szabalyozza. Kisebb
koncentracioban az auxin PIN2 transzporterén keresztiill serkenti a ndvekedést, magas
koncentracioja azonban gatolja a nyugalmi sejtek és a gyokér proximalis merisztémdjanak
osztodasat (Feheér és mtsai. 2019). A brasszinoszteroidok koncentracié fliggdé modon
szabalyozzak a gyokerek fejlodését. Magas koncentracioban gatoljak, kis koncentracioban

crer

sejtek differencidlodasanak szabélyozéasaval (Fehér és mtsai. 2019).



2.1.2. A gydkérrendszer fejlodésének exogén tényezdi

A gyokerek fejlodését hormonok mellett a kiilonbozd kornyezeti faktorok is befolyasoljak (1.
abra). Ezek lehetnek biotikus és abiotikus hatasok.

Az abiotikus tényezok koz¢ tartoznak a tdpelemek. Az aminosavak és proteinek eléallitasahoz
elengedhetetlen a nitrogén. Ezt az elemet a gyOkerek szerves ¢€s szervetlen forméaban is
képesek felvenni. Ammonium hatésara a fogyokér novekedése gatlodik, mig az oldalgyokerek
novekedése és elagazasa megnd. Viszont magas nitrat koncentracié hatésara az oldalgyokerek
megnyulasa lecsokken, alacsony koncentracidoban pedig serkenti azt (Waidmann és mtsai.
2020). A szervetlen foszfat az egyediili foszfor forrds a talajban, immobilis elem, ami
egyenetlen eloszlast és alacsony szintet okoz, ezért a novények fejlodésében gyorsan limitald
faktorra valik. Foszfat hidnyhoz a novények nagy része rovidebb fégyodkérrel és hosszu siirti
oldalgyokérzettel alkalmazkodnak. gy képesek jobban felfedezni a talaj fels6 rétegét, ahol a
szervetlen foszfat akkumulalodik. Rdadasul mikorrhizak segitségével a foszfat felszivas javul.
Vannak olyan fajok, amik proteoid gyokereket novesztenek, ezek foszfatizok és savak
segitségével szolubilis forméaba alakitjdk a foszfatokat. A foszfat hianyhoz hasonldéan a

kalcium hiany is sekély, stirti gyokérzet fejlodését valtja ki (Bellini és mtsai. 2014).

A tapelemek mellett a viz elérhetdsége is nagyban befolyasolja a gyokérzet fejlodését. Hideg,
fagy, szarazsdg és magas sokoncentracio hatasara vizhidny, a ndvényben ozmotikus stressz
alakulhat ki. Vizhidny sordn a ndvények a talaj mélyebb rétegeit tarjak fel talajviz utan
kutatva. Ezt ugy érik el, hogy a fégyokér meghosszabbodik, az oldalgydkerek fejléddése
gatlodik, a fogyokér a nedves talaj irdnyaba novekszik, amit hidrotropizmusnak neveznek. Az
abszcizinsav a korabban leirt médon szabélyozza a gyokerek fejlodését vizhiany esetén. Az
oldalgyokerek novekedésének gétlasa a MYB96 transzkripcios faktoron keresztiil torténik
(Waidmann és mtsai. 2020).
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1. Abra: Az oldalgyckerek fejlédésére kiilonbozé kornyezeti tényezék hatnak. Az
dbran a nyilak serkentést, a tompa nyilak gatlast jeleznek. A csillagozott tényezok a
fogyokeérben ellentétes hatast valt ki (Waidmann és mtsai. 2020).

A kornyezet élettelen hatdsai mellett a novényeket kiillonb6z6 patogének és novényevok is
karositjak, ezt biotikus stressznek nevezik. A korokozok szamtalan tiinetet képesek eldidézni a
gazdaikban. Ilyen a nekrozis, baktériumokndl az idegen anyag megjelenése a novény
belsejében vagy a kérokozok megjelenése a novényen. A ndvényevok nem csak mechanikai
sériiléseket okoznak, hanem patogének vektoraiként is miikodhetnek. Ezekkel szemben a
novényekben tobb védekezési modszer is kialakult. Patogének ellen a legalapvetobb
védelmiik a hiperszenzitiv reakcié (HR). A HR soran a novényi sejt receptorokon keresztiil
felismeri a patogént, kalcium-ionok jutnak be a sejtbe, ez aktivalja a kalcium dependens
kindzokat. A NADPH oxidaz aktivalodik, megnovelve a ROS szintet. A HR miatt a fert6zés
helyén és a fertdzés koriil elhalnak a sejtek, ki¢heztetve a patogéneket €s egy erdsen oxidativ

kornyezetbe helyezik oket (Balint-Kurti 2019).

2.1.3. AROS szerepe a gyokérfejlodésben

A ROS szdmos modon befolyésolja a gyokerek fejlodését (2. abra, Mase és Tsukagoshi 2021).
A gyokércstucsban a ROS gradienstdl fiigg, hogy a sejtek osztodnak vagy differencialddasra
valtanak. A Oy az osztddasi zondban gyiilemlik fel, mig a H>2O2 a megnyulési zonaban. Ezt az
egyensulyt az UPBEAT1 (UPBI1) transzkripcios faktor tartja fent a peroxidazok
kifejezOdésének gatlasaval a megnyulédsi zondban (Tsukagoshi és mtsai. 2010). A ROS-on



keresztiil a sejt képes a sejtfal szilardsagat is modositani. A peroxidazok képesek H202-ot

termelni O2-b6l, majd ebbdl hidroxil-gyok ("OH) keletkezik. A hidroxil-gyok képes pektint és
hemicellulozokat hasitani, fellazitva ezzel a sejtfalat. Ez az elongacidés zénaban a sejt
megnyulasadhoz elengedhetetlen (Kdrkonen és Kuchitsu 2015). A Caspary-csik képzédésében
is fontos szerepet jatszik a ROS. A MYB36 transzkripciés faktor pozitivan szabalyozza a
NADPH-oxiddzokat (RBOH), amik az extracellularis térben megndvelik a ROS-szintet, ez
oxidativan polimerizalja a monolignol molekuldkat ligninné (Kamiya és mtsai. 2015). Az
oldalgyokerek fejlodésében is szerepet jatszanak. Az UPBI1 transzkripcios faktor, ami a
peroxidazokat gatolja, gatlédik és a peroxidazok megnovelik a ROS szintjét az
oldalgyokérben. A MYB36 fenntartja a ROS egyensulyt a periciklusban, ez segiti a gyokér
primordium alakjanak valtozasat peroxiddz gének szabalyozasaval (Manzano és mtsai. 2014).
A gyokérszorok kialakulasdhoz sziikség van a RHD6 transzkripcids faktor kifejezodésére. Ez
szabalyozza a RSL4 transzkripcids faktort. Ez a faktor kozvetleniil szabalyozza szamos
peroxidaz termelését. A peroxiddzok mellett az RBOH enzimek is részt vesznek a ROS
felhalmozasaban. A ROS a gyokérszOr csticsaban lokalizalodik, ami Ca?* csatornakat aktival,
a citoplazma Ca?*-szintje megnd. A sz6érben egy Ca?* gradiens alakul ki, aminek a legnagyobb
koncentracidja a gyokérszér csucsaban talalhato. A Ca?" novekedésével a RBOH ROS
termelése is novekszik (Mangano és mtsai. 2017). A gydkércsucs Ossejt mikrokdrnyezetének
(niché-nek) fenntartasaban is sziikség van ROS-ra. APP1 szabilyozza a ROS szintet,
tultermelésével megnd a ROS koncentracidja, ami a nyugalmi sejtek osztodasat és a disztalis
Ossejtek differencialodasat serkenti. A PHB3 fehérje csokkenti a ROS szintet, ezen keresztiil
képes gatolni az ethylene response factor (ERF) transzkripcids faktorok expressziojat. ERF-ek
fitoszulfokineket (PSK) szabalyoznak, amik szulfonalt pentapeptid hormonokat hoznak létre.
2018). A reaktiv oxigén formak szintje befolyasolja a sejtciklust is. H»>O» gatolja a
sejtciklusban részt vevé géneket. A DNS sériilések hatdsara SOG1 szabalyozza a FMOI

enzimet, ami megvaltoztatja a H,O» szintjét (Mase és Tsukagoshi 2021) (2. dbra).
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2. Abra: Az dbra a ROS jeldtvivé molekulaként betoltott szerepét mutatia be a gyokerek fejlédésében. A bal
oldali részen a gyokér 3 zondjat lehet latni, A piros szin a O, a zold pedig a H>O- gradiensét jelzi. Az abra
t6bbi része a ROS szerepét ismerteti szamos folyamatban. A nyilak pozitiv, a tompa végii vonalak pedig negativ
szabalyozast jelentenek. PER: peroxidaz, RBOH: NADPH oxidaz, DSB: kettds szal torése, SCN.: dssejt niche,
LR: oldalgyédker, CS: Caspary-csik. (Mase és Tsukagoshi 2021).

2.2. A sejtek redox allapota
2.2.1. A redox allapotot meghataroz6 endogén tényezok

A sejtek redox allapotat a sejten beliil talalhatoé redox aktiv molekuldk 0sszessége hatarozza
meg (3. abra, Potters és mtsai. 2010). Régebben a ROS-t a sejt karosodasaval asszocialtak,

azolta ez a nézet megvaltozott.

A redox aktiv molekuldk redox allapotat az 6ssz molekula mennyiség és azon beliil a redukalt
¢s oxidalt formak aranya hatdrozza meg. Az aszkorbat (ASC/MDHA/DHA), glutation
(GSH/GSSG) és piridin molekuldk (NADPH/NADP*, NADH/NAD") redox parjai egymassal
kolcsonhatasban vannak. Az aszkorbat (ASC) monodehidroazkorbatta (MDHA, majd
dehidroaszkorbatta (DHA) oxidalodik, ezt a dehidroaszkorbat-reduktaz redukalja vissza ASC-
ta. A redukalasa soran glutation (GSH) oxidalodik (Noctor és Foyer 1998). A glutation egy
tripeptid, ami tiol-csoporttal rendelkezik. Oxidaldédasa sordn dimerizalodik (GSSG). Az
oxidalt format a glutation-reduktaz redukalja vissza NADPH segitségével. A GSH-t altalanos



redox pufferként lehet tekinteni, tovabba a sejtek kén raktarozéasara is hasznaljak, és szerepe
van a sejtek génexpresszidjanak szabdlyozdsdban, a nehézfémek és xenobiotikumok
semlegesitésében. Normal koriilmények kozott 90-99%-a redukalt forméaban van jelen. A ROS
semlegesitése aszkorbat-glutation cikluson keresztiil csokkenti a redukalt glutation aranyat
30-80%-ra (Noctor és mtsai. 1998). A NADPH és NADH a tobbi antioxidans regeneralasanal
jatszik fontos szerepet. Ezért a sejt redox pufferének alapjanak tekinthetk (Hashida és mtsai.
2009). Ezek mellett szdmos egyéb antioxidans is részt vesz a sejtek redox allapotanak
fenntartdsaban. Ilyen molekuldk a redox aktiv fenol vegyiiletek, flavonoidok, karotinoidok,
citokromok, tokferolok és tokotrienolok, poliaminok, kén csoporttal rendelkezé fehérjék és
kis molekulastlytl méasodlagos anyagcseretermékek. A redox aktiv molekuldk szintje fiigg a
sejten beliili elhelyezkedéstdl, a sejt fejlodési allapotatdl, a kompartmentumokban uralkodd

pH-szinttdl és a stresszorok hatasatol (3. abra) (Potters és mtsai. 2010).
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3. Abra: A stressz szemlélet megviltozdsa, a sejt
redox allapota tobb folyamatot is befolydsol. ROS:
reaktiv oxigen fajtak, NO:. nitrogén-monoxid, ASC:
aszkorbat, DHA: dehidroaszkorbat, GSH: glutation,
GSSG: a glutation oxidalt dimere, Trx: tioredoxin,
Grx: glutaredoxin (Potters és mtsai. 2010)
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2.2.2. Aredox allapot valtozasa stressz hatasara

A ROS kiilonb6z6 kornyezeti stresszorok, mint példaul ozmotikus stressz, fagy vagy magas
hoémérséklet hatasara taltermelddik (Potters és mtsai. 2010). H2O2 keletkezik a fotorespiracio
soran is. A H202-b6l Fe?*-ion jelenlétében a Fenton-reakcid soran a még reakcioképesebb
hidroxil-gyokok keletkeznek, amik képesek reakcidba 1épni a sejt biologiai molekulaival, ami
a sejt halalahoz is vezethet. Tehat 1étfontossagl, hogy a novény képes legyen csdkkenteni a
ROS szinten. Ezt a sejtek enzimatikus és nem-enzimatikus ROS semlegesitd rendszereivel éri
el (Kapoor és mtsai. 2015, Nadarajah 2020). A kisebb mértékli stressz esetén a ndvények
alkalmazkodni, akklimatizadlodni tudnak a megvaltozott koriilményekhez. Ezt a fehérjék
poszttranszlacios modositasaval és hormonok funkcidjanak és szintjének modositasaval éri el,
amely mechanizmusok indukalasaban a ROS, pontosabban a H>O; és a Oy~ jelatvivo szerepe
mellett fontos a GSH, ¢és 4ltaldban a tiolok redox allapotaban bekdvetkezd valtozas is. Bar a
ndvényekben szamos redox aktiv molekula taldlhatd, az ezirdnyu vizsgalatok azt mutattak,
hogy a sejtek redox allapotat a glutation redukcids potenciallal lehet legjobban jellemezni

(Cano-Europa és mtsai. 2015).

2.2.3. Az in vivo redox allapot meghatarozasa roGFP2 konstrukcié hasznalataval

A glutation mennyisége €s redox allapota — a sejtekben uralkodo kiilonb6z6 pH értékek miatt
is — kompartmentumokként valtozik (Noctor és mtsai. 1998). A hagyomanyos, glutation
extrakcion €s in vitro reakcidkon alapuld mennyiségi meghatarozas csak kozelité informaciot
adott. A genetikailag kodolt fluoreszcens fehérjék kifejlesztése azonban in vivo redox
potencidl meghatarozast lehetdvé tevé maodszer. Ilyen fehérje a modositott zold fluoreszcens
fehérje (GFP), amit eredetileg Aequorea victoria medizabol izolaltak. Ez a fehérje egy in. -
hordobol és a benne 1évé kromofor csoportbol all. Azon tulajdonsaga, hogy protedzok nem
képesek bontani €s stabil marad a sejt kiilonb6zé pH-viszonyai kozott, kivalo alappa tette a
bioszenzorok fejlesztéséhez. Fel lehet hasznélni a ditiol és diszulfid egyensuly vizsgélatira
ugy, hogy a fluoreszcens fehérjébe mesterségesen helyeztek oxidalt allapotban diszulfidokat
képez0 aminosavakat (ciszteineket), amelyek redukalt/oxidalt allapottol fiiggden eltéréen
moédositjak a kromofor tulajdonsagat. fgy redox szenzitiv GFP-ket (roGFP1-4) hoztak létre. A
roGFP2 készitéséhez a megnovelt fluoreszcencidju, un. enhanced GFP-ben (EGFP) a 147-es
¢s 204-es helyen ciszteinre cserélték az aminosavat (4. dbra), tovabba a kodolo szekvencidhoz
a human glutaredoxinl (GRXI) gént is hozzaépitették, hogy minél gyorsabban kialakuljon

egy egyensuly a roGFP és a glutation redox allapota kozott.



Reduced roGFP2 Oxidized roGFP2

Preferentially anionic Preferentially neutral
4. Abra: A roGFP2-be illesztett ciszteinek a redox dllapottél fiiggben
valtoztatjak meg a molekula alakjat. A bal oldalon a redukalt, anion
dllapota, a jobb oldalon pedig az oxidalt semleges allapota lathato
(Meyer és Dick 2010)

A roGFP2-nek két allapota lehet, amire a gerjesztési spektrumokon A-band-ként és B-band-
ként jelzett maximum értékek jellemzdek. Az A-band a fehérje protonalt, semleges formajara,
a B-band pedig a disszocialt, anion formajara jellemzé maximalis gerjesztési fluoreszcens
intenzitas értékeket tartalmazza. A fehérje protonalt allapota 405 nm hullimhossza fénnyel
gerjeszthetd, mig redukalt, anionos forméban 488 nm-essel lehet legjobban gerjeszteni (5.

abra) (Meyer és Dick 2010).
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5. Abra: A roGFP2 két gerjesztési csiiccsal rendelkezik. Protondlt formdja 405 nm
hullamhosszu fény hatdasara bocsatja ki a legintenzivebb fényt. A redukalt formaja
488 nm-en (Meyer és Dick 2010).

2.3. A roGFP2 konstrukci6 bejuttatasa novényekbe

2.3.1. Az Agrobacterium tumefaciens segitségével

Az Agrobacterium tumefaciens (Rhizobium radiobacter) egy Gram-negativ talajbaktérium
(Young és mtsai. 2001). Pélcika alaku, peritrich csillokkal rendelkezik, helyvaltoztatasra
képes. Az Alphaproteobacteria osztdly Rhizobiaceae csalddjaba tartozd patogén, széles
gazdakorrel rendelkezik, novényekben tumort (pl. gyokérnyak golyva) okoz. Sériiléseken,
sebeken keresztiil képes fertézni. A novények sériilésekor fenolos vegyiiletek, pl.
acetosziringon szabadul fel, amit a baktérium felismer, és pozitiv kemotaxissal a sériilés felé
mozog. Az acetosziringon a virulencia géneket aktivalja. Ezek a gének a Ti-plazmidon
(tumor-indukal6) talalhatdak. A virulencia gének az un transzfer DNS (T-DNS) kivagasaért és
a novényi sejtbe jutasaért felelos fehérjéket kddoljak. A T-DNS auxin, citokinin és opinok
szintéziséért felelds géneket tartalmaz (Gordon és mtsai. 2015). Az opinokat a baktérium

szén- ¢s nitrogén forrasként képes felhasznalni (6. abra).
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6. Abra: Az Agrobacterium fertézés fobb lépései (Hwang és mtsai, 2017).

A T-DNS-t hatarszekvenciak veszik korbe, igy ha a T-DNS-ben moddositast végeznek, a
megvaltoztatott szekvencia képes beépiilni a ndvényi genomba. A transzformacid viszonylag
egyszeri protokollal rendelkezik, ami soran a megsebzett novényi rész és a baktérium
érintkezését kell megvalositani, ezt baktérium szuszpenzié hasznalataval érhet6 el. Ezutan egy
inkubacios szakasz végeztével a ndvényi sejtekbe bejut €s beépiil a T-DNS. Végiil a ndvényi
sejteket szelektalni és regeneralni kell (7. dbra). Azonban a médszer sikerét befolyasoljak a

novények, fajtajuk, a baktérium torzs, a szelekcids és inkubacios 1épés (Heszky 2017).
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7. Abra: Agrobacterium tumefaciens dltali transzformdlds dltaldnos menete (Heszky 2017)

Kromoszéma

Plazmid

2.3.2. A Rhizobium rhizogenes hasznalata genetikai transzformaciora

A Rhizobium rhizogenes a Rhizobiaceae csalddba tartozd6 Gram-negativ talajbaktérium.
Magasabb rendii ndvényekben hajszalgyokeresedést okoz, ami mechanikai sériilések helyén
alakul ki (Cardarelli és mtsai. 1987). Géntranszfere az A. tumefaciens-hez hasonldéan zajlik le.
Az R. rhizogenes gyOkeresedést indukald Ri-plazmid T-DNS-e rol lokuszokat tartalmaz. Négy
rol talalhat6 a plazmidban, feladatuk a hajszalgyokerek novesztésében van. Példaul a rol A a
(Rawat és mtsai. 2019). Mivel a R. rhizogenes is képes T-DNS-t integralni a novény

genomjaba, a génsebészet egyik fontos eszkozéve valt.

A R. rhizogenes altali transzformalas egyik legnagyobb elénye, hogy a T-DNS altal kédolt
géneket csak a fertézés helyén Ujonnan nové gyokerek fejezik ki. Tehat ez a moddszer

tranziens génexpressziot okoz. A transzformalds soran a novényeken, novényi részeken sebet
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kell ejteni, és baktérium szuszpenzidba kell rakni, hogy a baktérium érintkezzen a sebbel. A
novényi részeket a baktériumokkal egylitt inkubaljak, antibiotikum oldattal mossak, majd
szelekcios taptalajra helyezik. Ezt kdvetden lehet gyokérkultarat eldallitani, illetve hajtast
regeneralni (8. abra). Ezek a gyokerek képesek kiilonbozd anyagcesere termékeket termelni.
Mivel stabil génexpresszioval rendelkeznek, a beldlik késziilt gyokér kultardk ipari

hasznositasa tobb esetben megvalosult (Gantait és Mukherjee 2020).

u <—> Centrifuged at 10000

Bacterial culture  Cultured in Yeast-Mannitol |ncubated in dark at 20°C ~ "PMfor 10min - Resuspended in fresh
in Petri Dish medium (AS+R+K) medium (MS +10uM AS)

=

Explants co-cultivated with bacterial solution  Gently pricked with sterile needle

Checked OD value
(OD=0.6-0.8)

P
(== —

Explants blotted dried in blotting paper Explants co-cultivated on’2MS + AS medium Explants washed in sterile
water + Cefotaxime

Screening
(_' for
‘transformed’

explants - i
[PCR/GUS] Explants sub-cultured in %2 MS + Cefotaxime

+ Hygromycin medium at dark

Sub-cultured for hairy root (HR) growth

Transformed plantlet

Liquid culture of HR secondary metabolite production Indirect regeneration of plantlets

8. Abra: Gyckérkultira készitése: A baktérium pdzsithl baktérium
szuszpenziot készitenek, amit sotétben 20 “C-on inkubalndk. Centrifugaljak
és reszuszpendaljak a sejteket. A novényi részeket sebzik és a baktérium
szuszpenzioba martjak. Ezutan a névényekrdl leitatiak a folyadékot, és a
baktériumokkal koinkubdljak. Antibiotikum oldattal mossak a novényi
részeket, szelekciés taptalajra keriilnek, Igy csak a transzformans gyokerek
maradnak meg. Ezekbdl lehet gydker kulturat csindlni vagy hajtast
regeneralni (Gantait és Mukherjee 2020).
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3. Célkitiizés

Az SZTE Novénybiologiai Tanszéken évtizedek ota folynak vizsgéalatok a gydkerek
stressztiirésben jatszott szerepével kapcsolatosan. Mivel az utobbi években elétérbe kertilt a
redox allapot jelentdsége, annak kdvetésére alkalmazasra keriilt a roGFP2 redox proba. A
vizsgélatokhoz az A. tumefaciens altal létrehozott, Un. stabil transzformans mutansokat
hasznaljak. Azonban a roGFP2 konstrukcio kifejeztetéséhez, a gyokerek redox potencialjanak
vizsgalatahoz megfelelé lehet a R. rhizogenes hasznélata is, ami sokkal gyorsabb és
konnyebben kivitelezhetd alternativat ajanlhat fel. Munkank sordn célul ttztik ki a R.
rhizogenes kozvetitte transzformalas alkalmazéasat a roGFP2 Arabidopsisba juttatasara. Arra a
kérdésre kerestilk a valaszt, hogy kivalthaté-e a stabil mutansok létrehozasa a tranziens
génexpresszioval rendelkezd novényekkel. E célbdl a genetikailag kodolt redox probat
tartalmazo plazmidot hordoz6 R. rhizogenes indukalt jarulékos gyokereket so6-és ozmotikus

stressznek tettiik ki. Vizsgélataink soran kivancsiak voltunk az alabbiakra:

- Megfigyelhetdk-e valtozasok kiilonbozd stressz kezelések hatasara? Kovethetk-e a
valtozésok 1d6 fliiggvényében ?
- Alkalmas-e a R. rhizogenes-kozvetitette transzformacidé a roGFP2 kifejeztetésére a

novények jarulékos gyokereiben?

- Hogyan viszonyulnak az igy kapott redox potencial értékek a redox probat A.
tumefaciens-sel bejuttatott, stabil transzformans vonalak hasznélatdval kapott

értékekhez?
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4. Anyagok és modszerek

4.1. A kisérleti novény

A Kkisérlet soran az Arabidopsis thaliana (10dfii) Columbia (Col-0) 6kotipusat hasznaltuk. A
ludfii a ndvénybiologiai kutatdsok modell organizmusa. A Brassicaceae csaladba tartozo
kétszikli novény. Viszonylag egyszerii nevelni, kis genommal rendelkezik, rovid ¢életciklusa
van, dnbeporzo, sok magot hoz, és jol transzformalhatod (Horvath és mtsai. 2019). Kisérleteink

soran steril kultiraban tartott négy napos csirandvényeket transzformaltunk.
4.2. Az Arabidopsis thaliana magok steril koriilmények kozotti csiraztatasa

A kisérlethez hasznalt magokat 1 percig mostuk 70 %-os etanolban. Miutan ledntottiik, 4%-os
hipoval (natrium-hipoklorit) sterileztiik a magokat. 10-15 perc utdn O6tszor mostuk steril
vizzel. Ezt kovetden a magokat 24 6raig 4 “C-on tartottuk steril vizben.

A steril magokat 2 MS taptalajra iltettiik. A csirandvényeket 4 napig neveltiik
klimakamréban (Fitoclima S 600 PLH, Aralab, Rio de Mouro, Portugal)16 6ra fény / 8 ora

sOtét megvilagitas mellett 22 °C-on (9. abra).

9. Abra: A névényneveld kamra kiilonbozé életkorti
novenyekkel (fotozta: Tompa Bernat)
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4.3. A transzformaciohoz hasznalt plazmid konstrukcié és baktérium torzsek

A transzformaladshoz hasznalt R. rhizogenes ARqua-1 plazmidot Rigé Gébor (HUN-REN
SZBK) bocsatotta rendelkezésiinkre. A plazmid tartalmazta a Grx1-roGFP2 konstrukciét , ami
a citoszolban fejezddik ki (10. abra, Meyer és Dick 2010). A transzformalt ARqua-1 torzs

rezisztens kanamicinre és kloramfenikolra.
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9. Abra: A GRXI-roGFP2-t kifejezé Ri-plazmid konstrukcidja
(Meyer és Dick 2010)

4.4. Tapoldatok/taptalajok

4.4.1. Novényi taptalajok

Az Arabidopsis novények neveléséhez 2 MS (Murashige és Skoog 1962) taptalajt
hasznaltunk. Az MS sé tartalmazza a ndvény novekedéséhez sziikséges tapelemeket.
Szachardzt hasznaltunk szénforrasként 5 g/l koncentracidban. A taptalaj 5,8-as pH értékre lett
beallitva (1. tablazat). A baktériummal torténd koinkubalas esetén 125 pM acetosziringonnal

(ACS) egészitettiik ki.
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72 MS taptalaj
MS s6 2,2 g/l
Szacharo6z 5¢/1
Agar 8 g/l
pH 5,8

1. tablazat: A névények nevelésére hasznalt taptalaj. MS: Murashige-Skoog. A
tapso a Duchefa (Haarlem, Hollandia) gyartotol szarmazik

A koinkubaléds utan szelekcids taptalajra tltettiik ki a novényeket. A taptalaj cefotaximot és
karbenicilint tartalmaz. Erre azért van sziikség, hogy a R. rhizogenes baktériumokat

eltavolitsuk a rendszerbol.

%2 MS taptalaj
MS s6 2,2 g/1
Szachar6z 5¢/1
Agar 8 g/l
pH 5,8
Cefotaxim 200 mg/1
Karbenicilin 200 mg/1

2. tablazat: A transzformalt névények nevelésére hasznalt taptalaj. MS: Murashige-Skoog. A tapsé a Duchefa
(Haarlem, Hollandia) gyartotol szarmazik

4.4.2. Baktérium tenyésztésénél hasznalt taptalaj

A R. rhizogenes novesztéséhez LB (Luria-Bertani) taptalajt hasznaltunk (Bertani 1951). Az
ARqua-1 torzset 100 mg/l kanamicint és 34 mg/l kloramfenikolt tartalmazé LB taptalajon
novesztettiik. A transzformaciot megel6z6 napon LB tapoldatba oltottuk a baktériumot, és 200
rpm-en rdzatva (Orbital Shaker-Incubator ES-20, Biosan) 28 °C-on overnight ndttek. A

tapoldat nem tartalmazott kléoramfenikolt és agart.
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LB taptalaj
LB s6 15,5 g/l
PH 7,0
Agar 15 g/l
Kanamicin 100 mg/1
Kloramfenikol 34 mg/l

3. tablazat: A baktériumok nevelésére hasznalt taptalaj. LB: Luria-Bertani. A tapso

a Duchefa (Haarlem, Hollandia) gyartotol szarmazik.

4.5. A ndvények transzformalasa

A baktériumokat LB tapoldatban 28 “C-on tenyésztettiik, amig az oldat el nem érte az ODgoo =
0,8-as értéket. Miutan elérte ezt az értéket az oldatot lecentrifugaltuk 4500 rpm-en 15 percig
szobahOmérsékleten Eppendorf 5804 R centrifugdval. A feliiluszo6t ledntottik, a
baktériumokat pedig felszuszpendaltuk. A 4 napos novények gyokerét levagtuk €s a hajtasokat

5 percre a baktérium szuszpenzioba helyeztiik (11. dbra).

11. Abra: A levdgott gyokerii névények R. rhizogenes
szuszpenzioban

Ezt kovetden a novényeket szlir6papirra helyeztiik, hogy a felesleges oldatot leitassuk, majd

acetosziringon tartalmua 2 MS taptalajra helyeztiik és 2 napig sotétben inkubaltuk oket. Az

crer
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karbenicillin moséoldatban atmostuk. Ez eltdvolitja a baktériumokat a rendszerbdl. A
novényeket 200 mg/l cefotaximot €s karbenicillint tartalmazo szelekcios taptalajra tiltettiik,

majd a fejlédo gyokereket sztereomikroszkop segitségével ellendriztiik.

4.6. A transzformans gyokerek ellendrzése

A transzformalds sordn a roGFP2 fluoreszcens fehérjét kodold geént iiltettiik be a ndvényi
sejtekbe, amely marker génként is hasznalhaté a transzformans gyokerek azonositasahoz.
Fluoreszcens sztereomikroszkop segitségével képesek voltunk kivalasztani a transzformans
gyoOkereket. Altalaban egy héttel a transzformalast kovetéen kiilonitettiik, illetve jeldltiik meg
a Petri csésze aljan a transzformans gyokereket. Az Olympus SZXI12 fluoreszcens
sztereozoom mikroszkopjat hasznaltuk (HUN-REN SZBK Mikroszkopos Sejtanalizis

Laboratorium). A transzformalt gyokerek zold szini fényt bocsatanak ki (12. 4bra).

~

12. Abra: A roGFP2 konstrukciot kifejez6 gyokerek fluoreszcens sztereomikroszkop alatt zold szint emittalnak
(Fotozta: Tompa Berndat)

4.7. Redox allapot megallapitasa ozmotikus stressz hatasa mellett

4.7.1. Konfokalis fluoreszcens mikroszkopos analizis

A transzformalds soran bejuttatott roGFP2 fluoreszcens fehérje a GRX enzim segitségével
érzékeli a glutation redox allapotat: A GRX a GSSG-vel reakcidoba Iépve oxidalodik. Az
oxidalt GRX enzim képes kdzvetiteni az oxidaciot a roGFP2 felé.

vizsgaltuk (SZBK Mikroszkopos Sejtanalizis Laboratorium). A mérés sordn a roGFP2-t 405
nm ¢és 488 nm hulldmhossza fénnyel gerjesztettiik. A mikroszkop altal elkészitett képeket

ImageJ alkalmazassal elemeztiik és az intenzitas aranyat kaptuk meg (13. 4bra).

20



roGFP2 redox  GRX1-roGFP2-t termeld OLYMPUS konfokalis Kvantitativ Intenzitds ardny elemzés
szenzor fehérje Arabidopsisvonalak mikroszkop képelemzés (405 nm/ 488 nm)

13. Abra: A redox potencial meghatdrozdsa roGFP2 haszndlatdval (Schwarzlinder és misai. 2008)

4.7.2. Ozmotikus- és sostressz redox potencialra kifejtett hatdsanak vizsgalata

A csirandvényeket kiillonbozé kezeléseknek vetettiik ald. Eldzetes eredmények alapjan
ozmotikumként, mannitolt 200 mM és 300 mM koncentracidban, szorbitolt szintén 200 mM
¢s 300 mM koncentracioban, valamint 100 mM ¢és 150 mM NaCl-t (izoozmotikus
sokoncentraciok) valasztottunk. Munkank soran 3 kisérleti rendszert alkalmaztunk:

1) Az ozmotikus stressz hatasat 1 ora elteltével R. rhizogenes altal transzformalt 2 hetes
gyokereken hataroztuk meg. A gyokereket a megfeleld ozmotikus koncentracidt tartalmazo
oldatokba helyeztiik 60 percre.

2) A csirdzés utani korai hatds modellezéséhez egy hetes R. rhizogenes altal transzformalt
gyokereket helyeztiink a fenti ozmotikum koncentraciokkal kiegészitett taptalajokra, és 5 nap
elteltével hataroztuk meg a redox potencialokat.

3) Az ozmotikus- és sostressz hatdsdnak a csirandvények korai fejlédésénél a redox
potencidlra gyakorolt hatas vizsgalata A. tumefaciens segitségével bejuttatott roGFP2-t
kifejezd transzformansokkal. Ebben az esetben az Arabidopsis magvak a fenti ozmotikum
koncentraciokat tartalmazo taptalajon csirdztak, és 5 nap elteltével detektaltuk a roGFP2
fluoresszenciajat konfokalis pasztazd mikroszkop (Olympus FV1000) segitségével, ¢€s

hataroztuk meg a gyokerek redox potencialjat.

4.7.3. A redox potencial szamoléasa

Az Olympus FV1000-en keresztiil megkapott képeket Image] alkalmazason keresztiil
elemeztiikk. Fluoreszencia intenzitdst mértiink vele, amibdl kiszdmoltuk a gyodkér
csucsmerisztémajanak redox potencialjat. Ehhez a roGFP2 oxidaltsagat kellett megéallapitani,

amit a redox proba redukalt és oxidalt allapotanak ismeretében tudunk megadni:

21



R_Rred

OXDmGFPZZ_(

)

(Lt (R —R)+(R-R.)

I4BBox

ahol az R a mintan mért két hulliamhosszon gerjesztett intenzitas értekek aranya (1405/l4ss), Rred
a maximalisan redukalt mintan mért intenzitdsok ardnya. Ennek az Aallapotnak a
létrehozasahoz 10 mM ditiotreitollal (DTT) kezeltiik a gydkereket. Rox pedig a maximalisan
oxidalt mintdn mért arany. Ehhez 5 mM 4-4’-dipiridil-diszulfidot (DPS) adtunk a
gyokerekhez. Ebbdl az eredménybdl az alabbi képlet segitségével lehet kiszamolni a

glutation-fliggd redox potencialt:
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ahol E%.Grp2 a ToGFP2 molekula kozépponti redox potencialja, ez 272 mV. R az egyetemes
gazallando, ami 8,315 JanalizisK-'mol!. A T az abszolit hémérséklet 298,15 K értéken, z az
atadott elektronok szama (2) és F a Faraday-allando (96485 Cmol™") (Schwarziinder és
mtsai., 2008).

4.8. Statisztikai analizis

A Kkisérleteket minimum két bioldgiai ismétlésben végeztiik el, a kéthetes gyokerek esetében
(1. kisérleti rendszer) legaldbb 10 parhuzamos méréssel. A kisebb gyodkerek ozmotikumokat
tartalmazoé taptalajra helyezése (2. kisérleti rendszer), illetve a taptalajon torténd csirazas (3.
kisérleti rendszer) esetén min. 3 mérés tortént. A dolgozatban bemutatott abrdkon egy
biologiai ismétlés atlag értékeit és a hozzéd tartozod szoérast (£ SD) abrazoltuk. Az adatok
statisztikai elemzését Student-féle t-proba segitségével végeztik el, és a szignifikans

kiilonbségeket az alabbiak szerint jeloltiik: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.
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5. Eredmények és értékelésiik

5.1 Az ozmotikus stressz hatas vizsgalata a roGFP2-t R. rhizogenes-kdzvetitette

transzformacioval kifejeztetett gyokereken

Kisérleteink soran sikerrel alkalmaztuk a R. rhizogenes-kozvetitette transzformécios modszert
a roGFP2 konstrukcio jarulékos gyokerekben torténd kifejeztetésére. A kisérleti koriilmények
optimalizalasadval atlagosan a ndvények 71,62 %-anak volt transzformans gydkere. A

gyokereket fel lehetett hasznalni redox potencial valtozasok vizsgalatara (14. abra).

y o :
14. Abra: A fluoreszcens gyikerek képes voltak megfelelé
eréssegii fenyt emittalni. A jobb képen lathato a roGFP2
konstrukciot kifejezo gyoker, ami jol elkiilonithetd a nem
transzformdns gyokerektol (Fotozta: Tompa Berndt)

5.2. A kezelések hatéasat jol nyomon lehetett kovetni a roGFP2 fluoreszcencia detektalasaval.

A 15. abran egy-egy kivalasztott gyokér esetében mutatjuk be a konfokalis fluoreszcens
mikroszkopos képet, illetve a mesterséges szinezéssel szemléltetett intenzitds ardnyok
alakulasat. Itt jol latszik, hogy a kiilonb6zé ozmotikumok hatasara megnovekedett a roGFP2
oxidalt formajanak aranya. Altalanossagban megallapithatd, hogy bar kiilonb6z6 mértékben,
de detektalt fluoreszcencia-intenzitas 1 ora elteltével fokozodott mind a 405 nm mind a 488
nm-en torténd excitdcid utan. SOt, az aranyuk valtozasa arra utal, hogy a gyokerek redox

allapota az alkalmazott kezelések hatisara oxidaltabb lett.
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Kontroll 100 mM 150 mM 200 mM 300 mM 200 mM 300 mM
NacCl NacCl mannitol mannitol szorbltol szorbitol

Transzmisszios

keép

2=405 nm-en
gerjesztett kép

=488 nm-en
gerjesztett kép

2=405 nm és
2=488 nm
0sszevondsa

Fluoreszencia
intenzitasok
aranya

15. Abra: Reprezentativ képek a Rhizobium rhizogenes dltal transzformalt kéthetes gyikerek 1 ords ozmotikus
stressz kezelését kovetéen. A kezelések hatasara a roGFP2 molekulak nagyobb része oxidalt dllapotba keriilt a
kontroll névényhez képest. A felvételek sorrendjesoronként: 1. sor: fénymikroszkopos képek, 2. sor: Jexc=405 nm-
en gerjesztett, ,em=505-530 nm-en detektalt fluoreszcencia intenzitas képe, 3. sor: Aexc=488 nm-en gerjesztett,
Aem=505-530 nm-en detektalt fluoreszcencia intenzitas képe, 4. sor: a 2. és 3. sorban 1évé képek 6sszevondsa, 5.
sor: A fluoreszcencia intenzitasok aranyanak dabrazolasa (1405/1488) a megadott szinskala alapjan

A redox potencial értékeket a gyokerek proximaélis merisztémdjat tartalmazod régidjaban
hataroztuk meg. Az eredmények statisztikai elemzése alapjan szignifikdns kiillonbség volt a
kontroll és a kiilonbdzd kezelések utan mért redox potencidlokban (16. abra). Erdekes modon,

a legnagyobb valtozast a 200 mM mannitol esetében tapasztaltuk.
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16. Abra: A R. rhizogenes dltal transzformalt gyokerek merisztémdjaban mért
redox potencial értékek a kéthetes gyokerek ozmotikumot tartalmazo oldatba
helyezése utan 1 oraval. A kontroll gyokerek negativabb redox potencidlja
redukaltabb redox allapotot jelez. Az adott kezelés kontrolltol valo szignifikans
eltérését Student-féle t-teszttel dallapitottuk meg (* p<0,05; ** p<0,01; ***
p=0,001).

5.3. Ozmotikus stressz kezelés hatasanak vizsgalata a roGFP2-t R. rhizogenes-kozvetitette
transzformacioval Kkifejeztetett egyhetes gyodkerek ozmotikumot tartalmazd taptalajra

helyezése utan 5 nappal

Az 5 napos kezelés hatasiara a transzformans gyoOkerekben minimalis kiillonbséget
tapasztaltunk az ozmotikumot tartalmazo taptalajra atiiltetett novények és a kontroll novények
redox potencialja kozott. Szignifikans kiilonbség csak a 150 mM NaCl tartalmt taptalajon

tartott gyokereknél volt megfigyelhetd (17. abra).
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17. Abra: R. rhizogenes dltal transzformalt gyokerek merisztémdjaban mért redox
potencial értékek az egyhetes gyokerek ozmotikumot tartalmazo taptalajra helyezése
utan. A kezelés 5 napig tartott. Az abran egyediil a lathato szignifikans eltérés a kontroll
ndvenyek potencialjahoz képes. 150 mM NaCl tartalmu taptalajon nétt gyékerek kevésbé
negativ redox potencialja oxidaltabb redox allapotot jelez. Az adott kezelés kontrolltol
valo szignifikans eltérését Student-féle t-teszttel dallapitottuk meg ( ** p<0,01).

Jiang és munkatarsai a roGFP1 alkalmazasaval elvégezték az 5 napos Arabidopsis gydkerek
hosszmetszeti képének teljes egészén a redox potencidl meghatarozasat kontroll koriilmények
kozott és 100 mM NaCl alkalmazésa utdn. Eredményeik szerint a gyokerek redox allapota a
sokezelést kovetden az alkalmazott koncentraciotdl és a kezelés idtartamatol fliggden egy
atmeneti oxidaltabb allapot utan kontrollhoz kozeli értéket igyekszik kialakitani, sét bizonyos
esetekben attol negativabb értékek is megfigyelhetdk. Hosszabb iddtartamu vizsgalataikban a
viszonylag alacsony NaCl koncentraciok (<100 mM) esetében a novények 3-6 nap alatt helyre
tudtak allitani a kontroll allapotu illetve a s6 kezelés elbtti redox profilt (Jiang és mtsai,
2016). Feltételezésiink szerint a jelen kisérletben is az 5 nap alatt a gyokerekben indukalodtak
azok a mechanizmusok, amelyek a redox homeosztazis helyreallitdsat biztositottdk a legtobb

esetben. Ez csak a 150 mM NaCl esetében nem tortént meg.
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5.4. Ozmotikus stressz kezelés hatasanak vizsgalata az A. tumefaciens segitségével bejuttatott

roGFP2-t kifejez0 transzformansokkal a magvak taptalajra helyezése utan 5 nappal

Az Agrobacterium tumefaciens altal 1étrehozott stabil mutansokrol késziilt képek elemzése
soran a kontroll és ozmotikumot tartalmaz6 taptalajon nétt névények redox potencialjai kozott

a nagyobb koncentracidjii ozmotikumok hatasara alakult ki szignifikans kiilonbség (18. 4bra).

Redox potencidl stabil mutans taptalaj kezelés
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18. Abra: A. tumefaciens dltal létrehozott stabil mutinsok gyokér merisztémajdaban mért redox
potencial értékek kiilonbozé ozmotikumot tartalmazo taptalajon térténd csirdzas utan 5
nappal. A kezelések kontrolltol valo szignifikans eltéerését Student-féle t-teszttel allapitottuk
meg (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).

5.5. A R. rhizogenes és az A. tumefaciens &ltal bejuttatott roGFP2 hasznalataval kapott

eredmények Osszehasonlitasa

Az elozéekben bemutatott eredményeket a 19. abran Osszesitettiik. Eredményeink azt
mutatjak, hogy a kezeletlen kontroll értékek mérése soran €s a mannitol vagy szorbitol
alkalmazasa esetében is a legkevésbé negativ értékeket abban az esetben kaptuk, amikor a
novényeket egy oOrdra az adott oldatba helyeztiikk. Ez 6sszhangban van Jiang és mtsai (2016)
eredményeivel, akik kiilonb6z6 koriilmények kozott nevelt gyokerek esetében is megmérték a
redox potencial alakuldsat, és a tapoldatban tartott gyokerek esetében oxidéaltabb redox

allapotot figyeltek meg a téptalajon, aerob koriilmények kozott tartott gyokerekhez
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viszonyitva (Jiang és mtsai, 2016). A kisérlet sorozatunk kozponti kérdése volt, hogy a R.
rhizogenes-szel valo transzformaéldssal eldéallitott redox szenzor és az A. tumefaciens-szel
létrehozott, a roGFP2 génre nézve minden sejtben homozigdéta mutansok gyodkereiben
kifejez6d6 roGFP2 alkalmazdsa redox allapot meghatarozasra mennyire eltéré eredményt ad.
Az abra jol szemlélteti az in. stabil mutansok és a R. rhizogenes éltali transzformaciod utan
kifejlodé gyokerekben tranziens kifejez6dd roGFP2 probaval mérhetd redox potencialok
Osszehasonlithatosagat. A taptalajon nevelt 5 napos stabil mutansok és az 5 napig ozmotikum
tartalma taptalajon nevelt ndvények R. rhizogenes-indukélta jarulékos gyokereiben mért
redox potencialok kozott a 300 mM mannitol kezelés és a 150 mM NaCl kezelés kivételével
nincs szignifikans kiilonbség. Viszont a R. rhizogenes-kozvetitette transzformalds soran kin6tt
kéthetes gyokerek ozmotikumot tartalmazo oldatba torténd helyezéséssel torténd 1 Orés
transzforméansok redox dallapota kozott tobb esetben is megfigyelhetd, hogy a tiapoldatos
kezelés szignifikans oxidaltabb redox allapotot eredményezett. Ebben az esetben azonban a

gyokerek kora €s a csirandvények nevelési koriilményei mellett a kezelési mod ¢€s 1d6 is eltért.

Redox potencidl osszehasonlitasa
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19. Abra: A kiilonb6zé modszerek és kezelések sordn mért redox potencidlok ésszehasonlitdsa. A bal oldali
oszlopok a stabil mutansokban mért redox potencidlok atlagait, a kozépsd oszlop a R. rhizogenes dltali
transzformalt novények 1 ords kezelését, a jobb oldali pedig az 5 napos kezelést abrazolja. Az A. tumefaciens-
kozvetitette transzformacioval bejuttatott roGFP2-vel kapott értékektdl valo szignifikans eltérését Student-féle t-
teszttel allapitottuk meg (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).
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Eredményeink alapjan a roGFP2 gyokerek redox potencidljanak vizsgalatara torténd
alkalmazds esetében a stabil mutdnsokat eredményezd A. tumefaciens-kozvetitette
transzformacidés modszert ki lehet valtani R. rhizogenes transzformalassal. Az utobbi
alkalmazasa nagyban megkonnyiti pl. kiilonb6zd mutansok esetében az egyes gének 4altal

kodolt fehérjék redox allapotra gyakorolt hatdsanak vizsgalatat.
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6. Osszefoglalo

A novényeket €réd szamos stresszor kovetkeztében a sejtekben kiilonb6zd reakciok
eredményeként ROS halmozddhat fel, ami a sejt molekulait kéarositja, nagy mennyiségben el
is pusztithatja a sejteket. Azonban ezek a molekuldk fontos jelatviteli Gtvonalakban vesznek
részt, mint szignal molekuldk. Mennyiségiik novekedésével a sejt redox allapota megvaltozik,
oxidaltabb allapotba keriil. Ennek felismerése atformalta a stresszrdl alkotott szemléletet: a
stresszorok a ROS mennyiségének novelésével megvaltoztatjdk a sejtek redox allapotat,
kiilonbozé fiziologiai és jelatviteli valaszreakciokat beinditva. A redox éallapot in vivo
vizsgalatahoz eléallitottak genetikailag kodolt redox probakat, amiket génmodositassal be
lehet juttatni az €16 sejtekbe. Agrobacterium tumefaciens-szel tobb generacion at torténd
nevelés ¢és tesztelés utdn létre lehet hozni az adott génre nézve homozigdta, Un. stabil
mutansokat, amik minden sejtben képesek kifejezni ezeket a redox szenzorokat. Azonban a
Rhizobium rhizogenes kozvetitette transzformalds ennél egyszeriibb moddja a genetikai

modositasnak, bar csak a gyokerekben fejeztethetd ki a bejuttatott gén.

A mobdszer optimalizalasat célzd kisérleteink eredményeként képesek voltunk nagy
hatasfokkal, koriilbeliil a novények 71,5 %-ban kifejeztetni roGFP2 redox probat. A R.
rhizogenes-szel transzformalt gyokereket 1 6ras és 5 napos ozmotikus kezelésnek vetettiik ala,
stabil mutansokkal végzett kisérletek eredményével. Az eredményeink azt mutattak, hogy
mind a kezelés mddjatél, mind annak hosszatdl fiiggden valtozik a redox potencidl. Az 1 orés
kezelés soran koncentracio- és ido fliggvényében oxidaltabb redox allapot alakult ki, mig az 5
napos kezelés hatasara a 150 mM NaCl és 300 mM mannitol tartalmu tiptalajra kitiltetett
novények kivételével nem tapasztalhatdo szignifikans kiilonbség a kontroll és a kezelt
gyokerek redox allapota kozott. Ez valdsziniileg a stresszorhoz vald akklimatizacid miatt
torténhetett meg. Az 5 napos kezelés hatasat stabil mutdnsokkal végzett korabbi kisérlet
eredményeivel Osszehasonlitva megallapithatd, hogy a roGFP2 redox szenzor ndvénybe
juttatdsdhoz a R. rhizogenes-medidlta transzformalas felvalthatja az A. tumefaciens altali

transzformalast a gyokerek redox allapotanak vizsgalatanal.
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9. Tételes szerzo6i hozzajarulas

Alulirott Jasz Krisztian Sandor hogy a 2024-es Tavaszi helyi Bioldgia TDK-ra benyujtott
Ludfii gyokerek redox potencialjanak in vivo vizsgalata tranziens kifejezodésii roGFP2
redox préobaval cimii palyamunkamban leirtak esetében az alabbi munkafolyamatok
elvégzésében vettem részt:

Részfeladat A részvétel mértéke
A magok sterilezése, novények nevelése 4

Novenyek transzformaldasa Rhizobium 4

rhizogenes-szel

Novenyek atiiltetése szelekcios taptalajra 4

Novenyek kezelése ozmotikumokkal 4

Gyokerek vizsgalata sztereo mikroszkoppal |3

Gyokerek vizsgalata konfokalis 3

mikroszkoppal

Gyokerekrol késziilt képek elemzése, redox 5

potencial kiszamoldsa

Az adatok statisztikai feldolgozasa, értekelés |5

Kelt: Szeged, 2024. aprilis 15.

Palyamunkat benyujt6 hallgat6 (Jdsz Krisztian Sandor)

alairasa

A nyilatkozatban foglaltak helyességét megerdsitem:

Témavezetd (Mainé Dr. Csiszdr Joldn, SZTE TTIK
Novénybioldgiai Tanszék)

alairasa
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#Magyardzat:

A munkafolyamatokban val6 részvétel mértékét otfokozatu skdldn kérjiik értékelni. A skdla
egyes értékeinek jelentése:

5 — Felkészités utdn a feladat teljes egészét éndlléan végeztem a pdlyamunkdhoz sziikséges
mennyiségben.

4 — Felkészités utdn a feladat tobb mint felét ondlloan végeztem a pdlyamunkdhoz sziikséges
mennyiségben.

3 — Felkészités utdn a részfeladat felét ondlloan végeztem a pdlyamunkdhoz sziikséges
mennyiségben.

2 — Felkészités utdn a részfeladat kevesebb mint felét ondlloan végeztem a pdlyamunkdhoz
sziikséges mennyiségben.

1 — A részfeladatot folyamatos segitséggel végeztem a palyamunkéhoz sziikséges

mennyiségben.
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