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Bevezetés

A novények a kiilonboz6 stresszhatdsok soran szinte mindig elszenvednek masodlagos
stresszként oxidativ stresszt is. Ennek forrdsa leggyakrabban a fotoszintézis. Az Un. fénygatlas
soran ugyanis pl. akar a kadmium-kezelés vagy vizhidny hatdsara bekdvetkezo alacsony
sztomakonduktancia miatt, akar alacsony homérsékleten, a fotoszintézis sotétszakasza gatolt
¢s a relativ fénytobblet hatdsara reaktiv oxigénformak képzddnek. Ezek kozvetleniil is
karositjak az €16 sejt szinte minden részét, de kozvetett karositd hatdsuk is jol ismert. A
membranokban 1évo lipidekkel reagélva (lipid peroxidacid) ugyanis fehérjék keresztkotésére
képes két kettds kotéssel rendelkezé reaktiv aldehidek (pl. malondialdehid, 4-hidroxi-2-
nonénal) képzOdnek. A reaktiv aldehidek semlegesitését hatékonyan végzik a mar tobb
novényben (pl. rizs, kukorica, lucerna) azonositott stresszvédd aldo-keto reduktdz (AKR)
enzimek. Ezek a fehérjék javithatjak a szarazsadg- (Oberschall €s mtsai. 2000), a nehézfém-
(Hegediis ¢€s mtsai. 2004), UV- (Hideg és mtsai. 2003) és hotiirést (Turdczy és mtsai. 2011).
Simpson €s mtsai. (2009) kimutattdk, hogy az Arabidopsis thaliana-eredetii AKR4C9 enzim
is redukal reaktiv aldehideket. Ezek alapjan kutatasunk fokuszaba az AKR4C9 enzimet
allitottuk. Az enzim reaktiv aldehid detoxifikaléo funkcidjanak tanulmanyozasa soran a

kovetkezo kérdésekre Kkerestiik a valaszt.

e Mennyire altalanos az aldo-keto reduktazos védekez6 mechanizmus a

novényekben?

e Az arabidopsis eredetii AKR4C9 is szerepet jatszik-e a novények nehézfém

tiirésében, a lucernaban kodolt enzimhez hasonléoan?

e Milyen mértékben javithatja ez az enzim a transzgenikus novények reaktiv

aldehid tiirését?

e Kialakithaté-e egy olcs6, a teljes novény reaktiv aldehid detoxifikalo
kapacitasinak mérésére alkalmas novényélettani vizsgalé modszer? Ha
igen, mik a reaktiv aldehidek specifikus hatasai a novények novekedési és

egyéb élettani folyamataira?

Gyakran, ¢és tobbféle stressztipusnal (hidegstressz, fagystressz, soOstressz,

szarazsagtressz) masodlagos stresszként ozmotikus stressz is €ri a ndvényeket. Az ozmotikus



stressz — tobbek kozott — a sejtek kiszaradasat és az enzimek hidratburkdnak elvesztését
okozhatja. Az ozmotikus stressz ellen pl. ozmotikusan aktiv anyagok jelenthetnek védéhatast.
Kozilik a cukoralkoholok hidroxil-csoportjaikkal az enzimek elveszett hidratburkat is
potolhatjak. Cukorakoholok szintézisére tobb aldo-keto reduktaz enzim is képes, pl. a zeller
manndz-6-foszfat reduktdz, mely mannitot szintetizal. Zifang és Loescher (2003) a zeller
eredeti enzimet termeltették Arabidopsis thaliana-ban, és ennek hatdsara az arabidopsis
mannitot termelt €s javult a sotiirése. Ezzel szemben kevés adat van arra a szakirodalomban,
hogy egy reaktiv aldehidek redukciojara képes AKR enzim jelentdés mennyiségii cukoralkohol
szintézisét is tudja katalizalni, ha a sziikséges feltételek rendelkezésre allnak. A cukoralkohol
termelés — mint mar lattuk — kedvezden befolyasolhatja a novény sotlirését, de fagytlirését is.
A stresszindukalhatd AKR-ok szerepét eddig kevéssé vizsgaltdk a fagy-, és sOstressztiiréssel
kapcsolatban. A doktori munka soran, az AKR-ok cukoralkohol termel6é funkcidjaval

kapcsolatban tisztazni kivantuk a kovetkezo kérdéseket:

e Szintetizal-e egy, a reaktiv aldehidek redukcidjara képes AKR enzim

cukoralkoholt? Ha igen, milyen molekula atalakitasaval?

e Milyen hatassal van az AKR4C9 termelése a transzgenikus novények so-,

és fagytiirésére?

Az emlitett teriilleteken az ismeretek hidnyat az altalunk korabban eléllitott (Eva és
mtsai. 2008), Arabidopsis thaliana eredeti AKR4C9 fehérjét konstitutivan termeld
transzgenikus arpandvényeket vizsgalataval igyekeztiink potolni. Meghataroztuk a transzgén
beépiilési kopiaszamat. Ezen kiviil in vitro koriilmények kozott, szénhidratokkal és reaktiv
aldehidekkel szemben mértiik a transzgenikus novényekbol tisztitott AKR4C9 aktivitasat. Az
enzim egy lehetséges termékének, a szorbit cukoralkoholnak a szintjét a novényekben is
megmértiik. Végiil reaktiv aldehidek képzddésével jaro, illetve ozmotikus stresszt okozo
hatasok mellett tanulmanyoztuk a transzgenikus és nem transzgenikus ndvények

ellendlloképességét.

Anyagok és moédszerek

Novényi anyagként transzgenikus arpandvények (Hordeum vulgare L. cv. ‘Golden
Promise’) szolgaltak. T3, vagy magasabb utodgeneraciés ndvényeket vizsgaltunk. A

transzgenikus novények a rizs aktin promoter::Arabidopsis thaliana At2g37770.2
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gén::Agrobacterium tumefaciens nos terminator konstrukcidot hordoztdk. A cserepes
novényeket (pl. enzimkivondshoz, utédgeneraciok neveléséhez) SANYO Fitotron
késziilékben, tézeges viragfold és homok keverékébe (3:1) iiltetve; 16 ora 15 °C, 200
pumol/m?es fényen, és 8 dra 12 °C sotétben, 70% relativ paratartalom mellet neveltiik, heti
kétszeri ontdzés mellett. Az arpa vizkultirds novénynevelése soran (élettani vizsgalatokhoz)
Fodor és mtsai. (1998) modositott modszerét kovettiik; 14 6ra 24 °C, 400 umol/m?es fényen,
¢s 10 ora 18 °C sotétben. A stressz-¢lettani vizsgalatokat a magoncok 10 napos koraban

kezdtuk el.

Kopiaszambecslés: a transzgén beépiilési kopiaszamat qPCR-el hataroztuk meg. A
transzgén beépiilési kopiaszamat kvantitativ real-time PCR-el (qPCR) hatéroztuk meg, a
AACt médszert kovetve (Schmittgen és Livak, 2001). Az A¢t2g37770.2 transzgénen kiviil az
egy kopids arpa blz2 génre (Gén Bank azonosit6: Y10834.1), mint belsé kontrollra PCR-
eztiink.

Enzimkinetikai mérések: az enzimaktivitds méréséhez His-taggelt rekombindns
AKR4C9 enzimet tisztitottunk affinitas-kromatografidval transzgenikus arpandvények
levelébdl, majd az aktivitasat in vitro mértilk, a NADPH kofaktor abszorbanciajat kovetve,

Vander Jagt és mtsai. (1992) mddszere alapjan

Cukoralkohol-mérés: a novényekben a szorbit cukoralkohol koncentraciojat HPLC-
RID (nagy felbontasu folyadék-kromatografia, torésmutatd detektorral) modszerrel mértiik,
Simonzadeh ¢és Ronsen (2012) modositott eljarasat kovetve. A mérést — egyiittmiikodés
keretében — Tomoskoziné Farkas Rita végezte a Nemzeti Agrarkutatasi €s Innovacios

Ko6zpontban (NAIK, korabban KEKI).

Stressz-élettani vizsgalatok: vizkultiraban nevelt novényeken végeztiik. Kozvetlen
reaktiv aldehid tlrés meghatdrozdsdhoz 3 nap alatt kétszer permeteztink 0,1 V/V %
glutdraldehid oldattal, kadmiumti{irés meghatarozasdhoz 5 nap 10 pM Cd(NO3). kezelést
(vizkulturaba keverve), mig soOtlirés meghatdrozdsdhoz 6 nap 175 mM NaCl kezelést
(vizkultaraba keverve) alkalmaztunk. A fagytlirés mértékére 4 nap 4 °C-os hidegedzést

kdvetd haromszori -20 °C-os fagykezelést, illetve felolvasztast alkalmazva kovetkeztettiink.

Fotoszintetikus pigmenttartalom meghatarozasahoz levéllemezek klorofilltartalmat
80%-o0s acetonoldattal vontuk ki. A klorofilloldat abszorbanciajat a Porra és mtsai. (1989)

altal megadott hulldmhosszokon mértiik Shimadzu spektrofotométerrel, majd a mért



adatokbol az altaluk javasolt képlet szerint szamoltuk ki a koncentraciot. Levelek
Osszkarotinoid-tartalmat 100% acetonnal vontuk ki, majd az acetonoldat elnyelését a
Lichtenhaler ¢és mtsai. (1987) altal megadott hullimhosszokon mértilk Shimadzu
spektrofotométerrel, illetve az altaluk javasolt szamitds szerint szamoltuk beldle

koncentraciot.

Fluoreszcencia indukciéos paraméterek mérése: klorofill-fluoreszcenciat Solti és
mtsai. (2008) altal leirtakkal azonos moédon mértiink pulzus-amplittdé modulaciés klorofill-

fluorométerrel (PAM 101-102-103, Walz, Effeltrich, Németorszag).

Malondialdehid (MDA) tartalom mérése: levelek malondialdehid-tartalmat Kovacs

¢s mtsai. (2009) modszere alapjan hataroztuk meg.

Elektrolitvesztés meghatarozasa: a sejtmembran kdrosodasanak méréséhez a novényi
sejtek elektrolitvesztését mértiik, feliiletre vonatkoztatva, Hara és mtsai. (2003) eljarasaval. A
moddszer soran, a novényi leveleket 1,5 oraig inkubaltuk 10 ml ioncserélt vizben, majd
inkubacio utdn a koriilottiik 1évé oldat vezetoképességét Radelkis OK 112, (Budapest,
Magyarorszag) konduktométerrel mértiik. A ndvényi mintak teljes elektrolit-vesztésének
meghatarozasahoz 30 percig forraltunk 10 ml ioncserélt vizben majd a koriilottiik 1€vo oldat
vezetOképességét mértiik. A fagykezelés hatadsara bekdvetkezd elektrolitvesztést a teljes

elektrolitvesztés %-aban adtuk meg.

Statisztikai analizis: az élettani paraméterek meghatarozasahoz minden vizsgélatot 6t
fliggetlen ismétlésben végeztiink. A kapott adatokon parositatlan T-probat vagy
varianciaanalizist végeztiink. Statisztikai elemzéshez Graphpad Instat és Microcal Origin

programot hasznaltunk.

Eredmények és értékelésiik

1. A transzgenikus ndvények Dbeépiilési kopiaszdma az  agrobaktériumos

transzformaciora jellemzd alacsony értéknek adodott (1-4).

2. In vitro kisérletekben igazoltuk az AKR4C9 enzim aktivitasat reaktiv aldehid

(glutaraldehid), valamint szénhidrat (frukt6z) tipust szubsztratokkal szemben. A vizsgalatok



eredményeként megallapitottuk, hogy a stressz-indukalhato, reaktiv aldehideket redukalo
aldo-keto reduktdz enzimek funkcidi kozott szerepelhet cukoralkoholok szintézise is,
szénhidratokbol kiindulva. Tovabba arra is kovetkeztettiink az elvégzett kisérletek alapjan,
hogy a glutdraldehid alkalmas lehet teljes ndvények reaktiv aldehid detoxifikacios

kapacitasanak in vivo tesztelésére.

3. Az AKR4C9 reaktiv aldehidekkel szembeni véddhatasat a ndvények glutaraldehid-
kezelésével in vivo mddszerrel is igazoltuk. A transzgenikus ndovények tobb élettani paraméter
(friss tomeg, klorofill-tartalom, klorofill-fluoreszcencia, légzésintenzitas) mérése alapjan jobb
kozvetlen reaktiv aldehid semlegesitd képességet mutattak. Els6ként jellemeztiink egy reaktiv
aldehid molekula élettani hatésait teljes novényen, és igy novekedési paramétereket is tudtunk

vizsgalni. Korabban csak levélkorongos vizsgalatokra volt példa a szakirodalomban.

4. A transzgenikus és nem transzgenikus arpa ndvények kadmiumtiirését vizsgélva
kimutattuk, hogy a magas AKR4C9 termelésii C1 vonal reaktiv aldehid (malondialdehid)
tartalma sokkal alacsonyabb kadmium stressz alatt, mint a nem transzgenikus ndvényben
mérhetd érték. Ezen kiviil megallapitottuk, hogy ennek a vonalnak az 6sszklorofill tartalma és
a PSII maximalis kvantumhatékonysaga (F./Fn) is szignifikdnsan magasabb volt. Az alacsony
AKR4C9 termelésit C2 vonal kadmiumtlirése a nem transzgenikus nodvényekével
Osszemérhetd volt. Osszességében tehat — a reaktiv aldehidek semlegesitése miatt — az
AKR4C9 enzim javitotta a ndvény kadmiumtiirését, a védohatas azonban enyhe, hiszen ez az
enzim a kadmium-kezelés sok mas karos hatasatol (pl. fehérjék denaturacidja, vasfelvétel

gatlasa) nem véd.

5. Szorbit cukoralkoholt a transzgenikus ¢és nem transzgenikus ndvényekben is ki
tudtunk mutatni, am a transzgenikus névények szorbit tartalma 2-4-szer magasabb volt, és a
szorbit-termelés aranyos volt az AKR4C9 termeléssel. Az AKR4C9 enzim tehat valoban

termel szorbit cukoralkoholt in vivo, melynek forrdsa valdsziniileg a frukt6z.

6. A transzgenikus és nem transzgenikus novényeket a tovabbiakban ozmotikus stresszt
okozd stresszeknek tettiik ki, ahol a szorbit termelés elonyt jelenthet. A sétiirésre
Osszklorofill-tartalom, klorofill a/b arény, F./Fn paraméter és klorofill/karotinoid arany
meghatarozasaval kovetkeztettiink, melyek sordn a transzgenikus ndvények jelentdsen jobb
sotlirését mutattuk ki. Mivel egyik ndvény MDA-szintje nem emelkedett a kezelés alatt, igy a
sotlirés javulasat kizarolag megndvelt cukoralkohol-termelés szamldjara irhatjuk. Az MDA

novekedés hianya arra utal, hogy az altalunk alkalmazott sokezelés nem okozott jelentds
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oxidativ stresszt, igy a sotlirés javulasat valdszintileg nem a szorbit cukoralkohol antioxidans

hatasa, hanem az ozmotikus véddfunkcidja okozta.

7. A fagytlrés vizsgalatakor megfigyeltiik, hogy a magas AKR4C9 termelésii C1 jelii
transzgenikus vonalba tartozd novényeknek tobb levele ¢élte tal a -20 °C-on végzett
haromszoros fagyasztast/felengedtetést. Alacsonyabb volt az egész novényre szamitott atlagos
elektrolitvesztés, és ezek a novények gyorsabban is regeneralodtak a fagykezelés utan.
Minden vonalban kimutattunk kismértékii lipid peroxidaciot is a fagykezelés hatdsara, bar
ebben nem volt kiilonbség a transzgenikus €és nem transzgenikus ndvények kozott.
Elképzelhetd, hogy az AKR4C9 enzim nem aktiv alacsony homérsékleten, azonban magas
hémérsékleten, ahol a fagykezelést kovetden aktivitisa fokozodik, gyorsitja a ndvények
regeneracidjat. A jobb regeneracids képességet mérésekkel is igazoltuk. A {6 védohatast
viszont feltételezésiink szerint a megnovekedett szorbit koncentracid jelenthette, amely

ozmotikus tulajdonsdga révén azonnali védelmet jelentett a fagystresszel szemben.

Jelentésebb eredmények és a beldliik levonhaté kovetkeztetések

A glutaraldehid-permetezés alkalmas a reaktiv aldehid detoxifikacios
kapacitas in vivo vizsgalatira, de még legnagyobb reaktiv aldehid

semlegesité képességili novényekben is novekedésgatlast okoz.

e Az arabidopsis eredetii AKR4C9 enzim, a korabban részletesen jellemzett
lucerna eredeti MSALR enzimhez hasonléan javitotta a transzgenikus

novények kadmiumtiirését.

e FEls6ként mutattuk ki egyértelmiien, in vivo modon, hogy reaktiv
aldehideket redukalo AKR-enzim képes szorbit cukoralkohol szintézisére

is.
e Az AKR4(9 javitja a transzgenikus novények so-, és fagytiirését.

I. Az éltalunk alkalmazott glutaraldehid-kezelés, egy olcso és egyszerli vizsgalat, mely
alkalmas lehet kiilonb6z6 ndvényfajok/fajtak reaktiv aldehid tlirésének vizsgalatara, és igy

azok 4ltalanos abiotikus stressztlird képességére lehet kovetkeztetni. Az At2g37770.2



transzgén nagymértékli védelmet nyujtott a reaktiv aldehid kezeléssel szemben, hiszen a
magas expressziés szintii Cl-es transzgenikus vonal klorofill-tartalma alig csokkent. A
védohatas mégsem volt teljes, hiszen az ebbe a vonalba tartozo ndvények sem tudtak 3 leveles
allapotbol 4 leveles allapotba fejlodni a kezelés alatt, a kezeletlen ndvényektdl eltérden.
Eppen ezért elképzelhetdnek tartjuk a reaktiv aldehidek jelatviteli, novekedésgatld hatasat,
MAPK jelatviteli uton keresztiil, ahhoz hasonléan, ahogy ezt emldsokben leirtak.
Novényekbdl eddig nincs szakirodalmi adat a reaktiv aldehidek jelatviteli szerepére tigyhogy

ez tovabbi kutatasok targyat képezheti.

II. A nehézfém-tiirés javulasa a reaktiv aldehid semlegesité aldo-keto reduktdz enzimek
altalanos funkcidja lehet. A kadmiumtiirés javulasat — szakirodalmi példék alapjan — a reaktiv
aldehid semlegesitd képesség okozhatta, de mivel kimutattuk az AKR4C9 szorbit termeld
képessegét, a védekezd mechanizmusban a szorbit cukoralkohol antioxidans hatésa is szerepet

jatszhat.

III. Cukoralkohol-termelés szempontjabol az AKR4C9-et kdédolo At2g37770.2 gén
elonydsebb transzgénnek bizonyult, mint az erre korabban hasznalt transzgének tobbsége (pl.
bakterialis mannit-1-foszfat dehidrogenaz), hiszen e funkci6 ellatasa mellett reaktiv aldehidek
detoxifikaciojat is képes biztositani. Ezen funkcionak koszonhetden az AKR4C9 az oxidativ
¢s az ozmotikus stressz egyes hatdsai ellen is véd, €és igy expressziojaval a transzgenikus

névények tobbféle abiotikus stressztiirése fokozhato.

IV. Eddig csak elsddlegesen cukoralkoholokat szintetizalo AKR-ok kedvezd hatasat
mutattdk ki a sotlirésre, de vizsgalataink alapjan reaktiv aldehideket redukalo AKR-ok is
hatasosak lehetnek, masodlagos funkcidjuk, a cukoralkohol-termelés révén. Jelen doktori
disszertacio a legrészletesebb tanulmany barmely aldo-keto reduktdz fagytiirésben jatszott
szerepének kideritésére is. Kutatasaink alapjan tgy véljik, hogy AKR4C9 enzim mindkét
funkcidjaval egyiittesen fejti ki fagy elleni véd6hatasat. Korabban aldo-keto reduktaz gének
hatasat novények fagytiirésére csak Lee és Chen (1993) vizsgaltak, akik arva rozsnok
(Bromus inermis) sejtszuszpenzidt abszcizinsavval kezeltek, és igy fagytlirové tettek. A
hormonkezelés hatasara egy aldo-keto reduktdz gén is aktivalodott, melyet igy kapcsolatba

lehetett hozni a fagytiiréssel.
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