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Bevezeto

A novények életének egyik sajatosaga, hogy nem képesek onalld
aktiv helyvaltoztatasra, igy minden kdrnyezeti valtozasra helyben kell
reagalniuk. Az életfolyamatok, mint a novekedés, sejtosztodas és
differencialodas, kiilonféle biokémiai folyamatokbdl és azok szabalyozo
mechanizmusokbol ¢és jelatviteli utakbol épiilnek fel. A jelatviteli
utakban nyernek értelmet a kiilsd, bels6 valtozasok okozta ingerek és
valtanak ki véalaszokat, valtozasokat a biokémiai folyamatokban.

Disszertaciom kozéppontjdban a protein foszforilacid szerepe az
auxin transzporttal és eloszlassal Osszefiiggd, fejlodési folyamatok
allnak, melyekben a PP2AC3 és C4 protein-foszfataizoknak jelentds
szerepe van (Ballesteros et al., 2013). Masrészt, az oxidativ stressz
defoszforilaciés szabalyozéasat vizsgaltuk, ahol ezen két alegység,
tovabba a PP2A Fass (B”) elegységek szerepérol joval kevesebb az
ismeretiink (Durian et al., 2020; Mathé et al., 2023).

A Mikrocisztin-LR (MCY-LR) egy kivalo eszkoz a foszfatdz
gatlas és az oxidativ stressz szimultan vizsgalatdhoz. A MCY-LR az
egyik leggyakoribb cianobakteridlis heptapeptid toxin, amelyet foként
édesvizi cianobaktériumok termelnek. Erdsen gatolja a PP2A és PPI
protein-foszfatazokat (MacKintosh et al., 1990). Emellett a MCY-LR
fontos tulajdonsaganak tartjak, hogy képes oxidativ stressz folyamatokat

indukalni (Mathé et al., 2019).



Célkitiizés

Disszertacios munkdm sordn a protein-foszfatdz aktivitasok
mellett a novények ¢letfolyamatainak 2 aspektusat vizsgaltuk
Arabidopsis thaliana csirandvényekben. A gyokér ndvekedést és az azt
szabalyozd egyik novényi hormon az auxin elosztasaért felelés PIN
transzmembran fehérjét. Az auxin szallitds, egyik forméja a polaris
transzport, mely sordn az auxin sejtrél sejtre jut. Az auxin influx
els6sorban az AUX1/LAX permedz altal biztositott, mig a PIN-ek az
effluxot szabdlyozzak (Michniewicz et al., 2007; Barbosa ef al., 2018).
Az PIN fehérje csalad miikodése reverzibilis foszforilacidjuktol fligg €s
kulcsfontossagu a névényi ontogenezis szempontjabol
(Zwiewka et al., 2019).

A masodik aspektus a stressz és életfolyamatok soran keletkez6
reaktiv oxigén formédk (ROS) megjelenésének szabdlyozasa é&s
semlegesitése. A szuperoxid-dizmutdzok (SOD-k) a ROS {6 megkotdi a
szuperoxid-aniont szubsztratot hidrogén-peroxidda alakitjak, ami
kevésbé toxikus forméja a ROS-nak. A SOD-nak tobb izoformaja létezik
femfliggdségiik  szerint. A  Fe-SOD  izoenzimek foként a
kloroplasztiszokban lokalizalodnak, de jelen vannak a citoszolban és a
sejtmagban is. A gyokereket illetden a Fe-SOD nagy része az apikalis
régioban lokalizalodik, de jelen van a fiatal csirandvények teljes primer
gyokérrendszerében, ahol hozzajarul a  soOstressz  tolerancia
kialakulasdhoz (Dvotak et al, 2021). A Mn-SOD alapvetéen a

mitokondriumokban és a peroxiszémakban lokalizalodik, de feltételezett
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apoplasztikus format is azonositottak az Arabidopsis thaliana

gyokereiben (Chen et al., 2022). A Cu/Zn-SOD féként a plasztiszokban

lokalizalodik, de a citoszolban is jelen van (Kliebenstein et al., 1998).

Novényekben a SOD  izoformdk kozvetlen vagy kozvetett
foszforegulacidjarol nem sokat tudunk.

Végiil, a masodik célkitlizésiinkkel szoros kapcsolatban a
jellemzéen ROS indukalta karosodas, a DNS kettds szalu hasadasat jelzo
foszforilalt H2AX hiszton fehérje szintjét vizsgaltuk. A H2AX a hiszton
2A egyik véltozata eukariotdkban. A karboxi-termindlis helyen
foszforilalt formajat YH2AX-nek nevezik, és szerepet jatszik a kettds
szali DNS szakadas javitasanak meginditasaban (Fillingham et al., 2006;
Tanaka et al., 2006).

1. Célunk volt feltarni a MCY-LR karos hatasait a PIN- ¢és auxin-
eloszlasra az Arabidopsis thaliana gydkereiben, és megvizsgalni
ennek a gyokérfejlodésre gyakorolt hatésait.

2. Azt a célt tiiztiik, hogy 0jszerli betekintést adjunk a PP2A B” és C
alegységek novényi oxidativ stresszben betoltott szerepébe.
Tovabba, a kovetkez0 kérdésre is valaszt kivantunk adni:
szabalyozza-e a kettsszala DNS torés jelzOmolekuldjat a H2AX

hiszton foszforilacios allapotat a PP2A?



Eredmények és megbeszélésiik

Elészor az Arabidopsis thaliana (Columbia o6kotipus; Col-0)
3-5 napos csiranévényeiben vizsgaltuk a gyokér novekedését és az
oldalgyokerek fejlodését.

A konfokalis pasztazo 1ézeres mikroszkopos (CLSM) vizsgalatok
alapjan viszonylag rovid tava (24 oras) MCY-LR kezelések
csokkentették a PIN1, PIN2 és PIN7 szintet, de nem a PIN3 szintjét a
primer gyokércsucsokban. A fiatal oldalgydkerekben ezzel szemben a
PINT1 és PIN2 szintje n6tt és a PIN3 szintje csokkent, a primordiumokban
szintén ezt a tendenciat kovették a PIN fehérjék intenzitdsai. A PIN-ek
vizsgalata utan adodott a kérdés, hogy van-e hatdsa a PIN mennyiségi
valtozésainak az auxin transzportjara? A DRS5:GFP riporteraktivitas azt
mutatta, hogy a cianotoxin altal kivaltott auxin-valaszok csokkenése a
primer gyokércsucsokban a PIN-szintekkel parhuzamosan valtozik.
A fenotipikus vizsgalatok (ndvekedés, gravistimulacid) sordn azt lattuk,
hogy ezek a valtozasok nem befolyasoltdk a gyodkerek gravitropikus
véalaszat, valamint kihatnak a gyokér novekedésére és fejlodésére.
A MCY-LR kezelés képes volt helyreallitani a crk5-1 mutdnsok (protein
kinaz hibas novények) megvaltozott gravitropikus valaszat. A CRK-5
alapvetd szerepet jatszik a PIN2 helyes membran lokalizacidjaban.
Tovabba a MCY-LR-rel kezelt Col-0 ndvényeknél a primer gyokér
novekedése lelassult és a primordiumok szdma megndtt, mig a fiatal

oldalgyodkerek szamat szintén visszafogta a kezelés.



Az érdeklodésiink az oxidativ stressz felé fordult. Ennek oka,
hogy a PP2A szerin-treonin protein-foszfatdizok ugyan szadmos
sejtfolyamatban vesznek részt, azonban szerepilkk az oxidativ
stresszreakciokban ~ ¢és  a  védekezésben  kevésbé  ismert.
A vizsgalatainkhoz tovabbi foszfatdz (PP2A) mutans ndvényeket
valasztottunk. A c3c4 C alegység és a fass B” alegység mutansait,
valamint az Arabidopsis th. Col-0 5 napos csirandvényeit hasznaltuk.
Célunk volt, hogy feltarjuk a C (katalitikus) és a B” (szabalyozo)
alegységek érintettségét a reaktiv oxigén formak (ROS) keletkezésében
¢s semlegesitésében. A PP2A inhibitor mikrocisztin-LR (MCY-LR)
mellett egy masik direkt ROS indukaldsara alkalmas szert is hasznaltunk,
a diquat-ot (DQ).

A Col-0 ¢és foszfatdz muténs csirandvények gyokerein végzett
Osszes ROS mérést egy fluoreszcens mikroszkopos technika, a dikloro-
dihirdo-fluoreszcein diacetat (DCFH-DA) jeloléssel végeztiik. A primer
gyokerek ROS szintje nagymértékben genotipusfiiggd volt, €¢s mind
a C, mind a B” alegység mutansai fokozott érzékenységet mutattak a
kezelésekkel szemben, ami azt jelzi, hogy ezek az alegységek részt
vesznek az oxidativ stressz indukciojadban. A ROS semlegesitést
kozvetve a szuperoxid-dizmutdz (SOD) aktivitds vizsgalata révén
mértik. A SOD izoformak, els6sorban a Cu/Zn SOD és kisebb
mértékben a Fel-SOD aktivitdsa megvaltozott, tobbnyire fokozott
aktivitdst mutatnak, foként a fass mutansokban, ¢és fokozott
érzékenységet mutatnak a kezelésekre is. A kezeletlen ¢és kezelt B”
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mutansokkal végzett Western blot vizsgalatok bebizonyitottak, hogy ez
az alegység szabalyozza a H2AX, egy hiszton varians foszforilacidjanak
szintjét. A H2AX foszforilacios allapota, amely korreldl az oxidativ
stresszvalaszokkal, nem fiigg kozvetlenil a PP2A katalitikus
alegységeinek aktivitdsaban bekovetkezd valtozasaitol, viszont a B"
szabalyozd alegységek igenis képesek befolydsolni a YH2AX szintjét.
Arabidopsis thaliana-ban tehat ugy tiinik, hogy a C3 és C4 (és mas
katalitikus alegységek) altal adott PP2A aktivitds kisebb kozvetlen
szerepet jatszik a YH2AX defoszforilacioban, mint a B" alegységekhez
kapcsolodo egyéb események.

A B" alegység részvétele a fenti folyamatokban nemcsak a
jelenlététél vagy hianyatol fiigg, hanem a PP2A holoenzimhez
viszonyitott mennyiségétdl/aktivitasanak mértékétdl is, ahogyan azt a
fass-5 ¢€s fass-15 mutansok homozigéta recessziv ¢€s heterozigdta
genotipusainak ilyen szempontu Osszehasonlitdsa kimutatta. Az
eredményeinknek toxikologiai vonatkozasa is van. Bar szamos vizsgalat
azt mutatja, hogy a MCY-LR a protein-foszfataz gatldo hatdsatol
fliggetlen mechanizmusok révén indukal oxidativ stresszt, mi
bizonyitottuk, hogy a PP2A modulélésaval oxidativ stresszt is indukal
mind a vad tipusi névényekben, mind a B/C alegység mutansokban.
Ehhez kapcsolodoan a MCY-LR szamos itt vizsgalt hatasa kiilonbozik a
DQ-t6l, amely ROS indukaldé, ¢és amelynek ROS indukcios
mechanizmusai  legalabb  részben  fiiggetlenek a  PP2A-tol.
Tekintettel a MCY-LR és a DQ részben eltérd hatasaira, az oxidativ
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stressz indukcidja és a valaszok nem fliggenek teljesen a PP2A-tol

Arabidopsis-ban.

Osszefoglalva, a  protein-foszfatiz  aktivitas  gatlasa
megvaltoztatta a PIN- eloszldst és auxin valaszt, igy megvaltozott a
gyokérfejlodés. Tovabba ramutatunk a PP2A  valdsziniileg
kulcsfontossagu szerepére a novények oxidativ stresszreakcidinak
szabalyozasaban, és elokészitettiik az utat a jovobeli kutatdsok szamara,
amelyek feltarhatjak az érintett jelatviteli itvonalakat.

Osszességében a jelen munka f6 kovetkeztetései, amelyek 0]
tudomanyos eredmények, a kovetkezok:

1. A primer gyokércsucsokban MCY-LR kezelések csokkentették a
PIN1, PIN2 és PIN7 szintet, de a PIN3 szintjét nem. A fiatal
oldalgyokerekben ezzel szemben a PIN1 és PIN2 szintje nétt és a
PIN3 szintje csokkent, a primordiumokban szintén ezt a tendenciat
kovették a PIN fehérjék jelintenzitasai. A DR5:GFP riporteraktivitas
azt mutatta, hogy a cianotoxin altal kivaltott auxin valaszok
csOkkenése a primer gyoOkércsticsokban a  PIN-szintekkel
parhuzamosan valtozik

2. A MCY-LR kezelés képes volt helyreallitani a crk5-1 mutansok
(protein kindz hibas novények) megvaltozott gravitropikus valaszat.

3. A PP2A C katalitikus (C3 és C4) és B" (szabalyozo) alegységei
egyarant részt vesznek az oxidativ stressz szabalyozasaban

Arabidopsis-ban. Mind a B", mind a C alegység mutansok a Col-0-



hoz képest eltér6 ROS szinteket mutatnak, mind a kezeletlen
novények, mind a MCY-LR/DQ kezelések hatasat illetden.
A B" alegység szerepet jatszik a SOD aktivitasok (elsdsorban a
Cu/Zn SOD ¢és kisebb mértékben a Fel-SOD) szabalyozasaban,
amelyek részt vesznek az oxidativ stressz elleni védekezési
valaszokban. Relevans bizonyitékok:
A c3c4 kezeletlen novényekben a viszonylag alacsony ROS szintek
forditott aranyossagot mutatnak a viszonylag magas Fel-SOD ¢és
Cu/Zn-SOD aktivitassal. Ez azt jelzi, hogy a PP2A C3 ¢és C4
katalitikus alegységeiének izoformdai befolydsoljdk az oxidativ
stresszre adott védelmi valaszokat.
A fass-5 és fass-15 mutansokkal kapott eredményeink azt mutatjak,
hogy a FASS fehérje, mint B" szabalyozé alegység valoban
szabalyozza az oxidativ stresszt és a ROS semlegesitést, és ez
Osszefligg a hiszton H2AX foszforilacioval. A MCY-LR ¢és a DQ
kezelések azonban azt mutatjdk, hogy ez a kapcsolat Osszetett,
szamos aspektus tovabbi vizsgélatot igényel. Meg kell jegyezni,
hogy a B" szabalyoz¢ alegység funkcionalitdsa komplex hatéssal van
a PP2A aktivitasara (azaz a funkciondlis fehérje hianya nem jelenti
azt, hogy a PP2A/C aktivitasa gatolt lesz), €és hatassal van mas
protein-foszfatazokra (pl. PP1) is (mashol fogjuk publikalni).
A B" alegység részvétele a fenti folyamatokban nemcsak a
jelenlététdl vagy hidnyatdl fiigg, hanem a PP2A holoenzimhez
viszonyitott mennyiségétdl/aktivitasanak mértékétdl is - ahogyan azt
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a fass-5 és fass-15 mutansok homozigota recessziv €s heterozigdta
genotipusainak ilyen szempontu 6sszehasonlitasa kimutatta.
Eredményeinknek toxikoldgiai vonatkozasa is van. Bar szamos
vizsgalat azt mutatja, hogy a MCY-LR a protein-foszfatdz gatld
hatasatol fliggetlen mechanizmusok révén indukal oxidativ stresszt,
mi bizonyitottuk, hogy a PP2A modulélasaval oxidativ stresszt idéz
el a B”/C alegység mutansokban. Ehhez kapcsolodoan a MCY-LR
szamos itt vizsgalt hatdsa kiilonbozik a DQ-t6l, amely ROS
indukald, és amelynek ROS indukciés mechanizmusai legalabb
részben fiiggetlenek a PP2A-tol.

Tekintettel a MCY-LR és a DQ részben eltérd hatasaira, az oxidativ
stressz indukcioja és a valaszok nem fliggenek teljesen a PP2A-t6l
Arabidopsis-ban.

Ugy tiinik, hogy a H2AX foszforilacios allapota - amely korrelal az
oxidativ stresszvalaszokkal - nem filigg kozvetleniil a PP2A
katalitikus alegységeinek aktivitdsaban bekdvetkezd modulacidktol,
de a B" szabalyoz6 alegységek igenis modulaljak a yYH2AX szintjét.
Arabidopsis-ban tehat Ugy tlinik, hogy a C3 ¢és C4 (és mas
katalitikus) alegységek altal adott PP2A aktivitas kisebb kozvetlen
szerepet jatszik a yYH2AX defoszforilacioban, mint a B"

alegységekhez kapcsolodo egyéb események.



Anyag és modszerek

Vizsgalatainkat Arabidopsis thaliana Columbia 6kdtipusban és
annak muténsaiban végeztiikk, Col-0 hatteri PIN1:PIN1-GFP,
PIN2:PIN2-GFP ¢s PIN3:PIN3-GFP (Benkova et al., 2003; Xu et al.,
2006; Zadnikova et al., 2010), DR5Srev:GFP fuzios konstrukcid
(Friml et al., 2003; Zadnikova et al., 2010), valamint a crk5-1
funkcidvesztett mutansban (Rig6 et al., 2013). Camilleri et al. (2002),
Kirik et al. (2012) és Spinner et al. (2013) altal leirt protein-foszfataz
(PP2A) muténsokkal szintén dolgoztunk. Ezek a c3c4, a katalitikus
alegységek kettds mutdnsa és a B" szabalyozd alegység
fass-15 és fass-5 mutansok. A novényeket axénikus koriilmények kozott
modositott MS (Murashige and Skoog, 1962) taptalajon, kiegészitve
Gamborg-vitaminokkal (1968), 2% (w/v) szacharézzal (Molar,
Budapest, Magyarorszag) és 0,8% (w/v) Bacto-agarral (Difco, Lawrence,
KS, USA) neveltiik. A nevelés koriilményei:14/10 6ras fotoperiddus,
22+2°C, 60 pmol/m2/s fotonfluxussiiriiség a fényperiodusban.

A GFP fuzios fehérjét tartalmazod novények és a PIN valamint
YH2AX immunjelolt novények vizsgalata konfokalis 1ézer pasztazo
mikroszkopiaval tortént (CSLM).

Az 0ssz-ROS  kimutatast DCFH-DA jelolést kdvetden
konvenciondlis epifluorescens mikroszkoppal végeztik. A yH2AX
fehérje mennyiség kvantitativ kimutatasat western blot technikéval
végeztiik. A SOD-ok enzimaktivitds méréseit nem denaturald

gélelektroforézissel végeztiik Giannopolitis és Ries (1977), valamint
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Bertrand és Eze (2014) altal leirt modszerek adaptacidja volt. A
foszfatazok aktivitasat pedig **P izotopos technikdval mértiik korabban
leirtak szerint mértik (Erdodi et al., 1995; Mathé et al., 2013;
Garda et al., 2018)

A gélképek kiértékeléséhez a GelAnalyzer 19.1® szoftverrel
((www.gelanalyzer.com) Ifj. Lazar Istvan, PhD id. Lazar Istvan, PhD,
CSc) tortént. A mikroszkopos felvételek elkészitését és elemzését
Zen Black 2.3, ZEN Blue 2.3 Lite és Fiji (ImageJ-Win64) szoftverekkel
végeztiik (Schindelin ef al., 2012)

A statisztikai elemzésekhez a Systat Sigma Plot 10.0/ 12.0 ®
szoftvert (Systat Software, San Jose, CA), valamint az R Studio 1.2 és
ggplot2 grafikus csomagot (Wickham, 2016) hasznaltuk.
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Introduction

One of the characteristics of the life of plants is that they are
unable to actively change their location themselves, so they must respond
locally to all environmental changes. Life processes such as growth, cell
division and differentiation are composed of various biochemical
processes and their regulatory mechanisms and signaling pathways.
Stimuli caused by external and internal changes gain meaning in
signaling pathways and trigger reactions and changes in the biochemical
processes.

The focus of my dissertation is on the role of protein
phosphorylation in developmental processes related to auxin transport
and distribution, in which the protein phosphatases PP2AC3 and C4 play
an important role (Ballesteros et al., 2013). Secondly, we studied
dephosphorylation regulation in oxidative stress, where we know much
less about the role of these two subunits and of Fass (B” regulatory)
subunits (Durian et al., 2020; Mathé et al., 2023).

Microcystin- LR (MCY-LR) is an excellent tool for the
simultaneous study of phosphatase inhibition and oxidative stress. MCY -
LR is one of the most abundant cyanobacterial heptapeptide toxins,
produced mainly by freshwater cyanobacteria. It strongly inhibits the
protein phosphatases PP2A and PP1 (MacKintosh et al., 1990).
Furthermore, the ability to induce oxidative stress processes is considered

an important feature of MCY-LR (Méathé et al., 2019).
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Aims of the study

In my dissertation, we investigated 2 aspects of plant life
processes in Arabidopsis thaliana seedlings in addition to protein
phosphatase activities. The first, PIN transmembrane protein, is
responsible for the distribution of the plant hormone auxin, which
regulates root growth. One form of auxin transport is polar transport, in
which auxin moves from cell to cell along the longitudinal axis of plant.
Auxin influx is primarily provided by AUX1/ LAX permease, while PINs
regulate efflux (Michniewicz et al., 2007; Barbosa et al., 2018).
The function of the PIN protein family depends on its reversible
phosphorylation and is  crucial for plant  ontogenesis
(Zwiewka et al., 2019).

The second aspect is the scavenging of reactive oxygen species
(ROS) produced during stress and life processes. Superoxide dismutases
(SODs) are the main scavengers of ROS and convert the superoxide
anion substrate into hydrogen peroxide, a less toxic form of ROS. There
are several isoforms of SOD according to their metal dependence.
The isoenzymes of Fe-SOD are mainly localised in the chloroplasts, but
also occur in the cytosol and nucleus. As far as roots are concerned, most
of Fe-SOD is localised in the apical region, but it is present throughout
the primary root system of young seedlings, where it contributes to the
development of salt stress tolerance (Dvotédk et al., 2021). Mn-SOD is

mainly localised in mitochondria and peroxisomes, but a putative
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apoplastic form has also been identified in Arabidopsis thaliana roots
(Chen et al., 2022). Cu/Zn-SOD is mainly localised in plastids but also
occurs in the cytosol (Kliebenstein et al., 1998). Not much is known
about their direct or indirect regulation by phosphorylation in plants.

Finally, we studied the phosphorylation level of histone protein
H2AX, which typically indicates ROS -induced DNA double-strand
breaks. H2AX is a variant of histone 2A in eukaryotes. Its carboxy-
terminally phosphorylated form is termed YH2AX and plays a role in
initiating DNA double-strand repair (Fillingham et al., 2006;
Tanaka et al., 2006).

1. We aimed to explore the harmful effects of MCY-LR on the
distribution of PIN and the auxin response in the roots of Arabidopsis
thaliana and to investigate its effects on root development.

2. We wanted to gain new insights into the role of PP2A B" and C
subunits in oxidative stress in plants. We also wanted to answer the
following question: Does PP2A regulate the phosphorylation status
of histone H2AX, the signalling molecule for double-stranded
DNA breaks?



Results

First, root growth and lateral root development were studied in 3-
5 day old seedlings of Arabidopsis thaliana (Columbia ecotype; Col-0).

Based on confocal laser scanning microscopy (CLSM) studies,
we found that relatively short-term (24 h) MCY-LR treatments reduced
PIN1, PIN2 and PIN7 levels but not PIN3 levels in primary root tips.
In the young lateral roots, however, the levels of PIN1 and PIN2
increased and the level of PIN3 decreased. The intensities of the signals
for PIN proteins also followed this trend in the lateral root primordia.
After examining PINs, the question arose whether changes in the local
amounts of PINs have an influence on auxin transport? DRS5:GFP
reporter activity showed that the decrease in cyanotoxin-induced auxin
responses in the primary root tips was consistent with the amounts of
PINs. In the phenotypic tests (growth, gravistimulation), we found that
these changes did not affect the gravitropic response of the roots.
Treatment with MCY-LR was able to restore the altered gravitropic
response of crk5-1 mutants (plants with protein kinase defect) and plays
an essential role in the correct membrane localisation of PIN2.
Moreover, in Col-0 plants treated with MCY-LR, primary root growth
slowed down, and the number of primordia increased, while the number

of young lateral roots was also reduced by the treatment.



Our next interest was focused on oxidative stress. This is because
the serine-threonine protein phosphatases PP2A are involved in many
cellular processes, but their role in oxidative stress responses and defence
is less well understood. We selected additional phosphatase (PP2A)
mutants for our studies. Mutants of the c3c4 C subunit and the fass B”
subunit, as well as 5-day-old seedlings of Arabidopsis thaliana
Col-0 were used. Our aim was to investigate the involvement of the C
(catalytic) and B” (regulatory) subunits in the generation and
neutralisation of reactive oxygen species (ROS). In addition to the PP2A
inhibitor microcystin- LR (MCY-LR), we also used another agent that
can directly induce ROS, diquat (DQ).

Measurements of all ROS in the roots of Col-0 and phosphatase
mutants were made using a fluorescent microscopic technique, dichloro-
dihydrofluorescein diacetate (DCFH-DA) labelling. Concentrations of
ROS in primary roots were strongly genotype-dependent, and both C and
B” subunit mutants showed increased sensitivity to the treatments,
suggesting that these subunits are involved in the induction of oxidative
stress. ROS scavenging was measured indirectly by determining
superoxide dismutase (SOD) activity. The activity of the SOD isoforms,
mainly Cu/Zn SOD and to a lesser extent Fel- SOD, has been found to
change, showing mostly increased activity, mainly in fass mutants, and
they also showed increased sensitivity to treatments. Western blot studies

with untreated and treated B” mutants have shown that this subunit
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regulates the level of phosphorylation of H2AX, a histone variant.
The phosphorylation state of H2AX, which correlates with oxidative
stress responses, is not directly dependent on changes in the activity of
the catalytic subunits of PP2A, but the B" regulatory subunits are able to
influence the level of YH2AX. In Arabidopsis thaliana, C3 and C4
(and PP2A activity provided by other catalytic subunits) appear to play a
smaller direct role in the dephosphorylation of YH2AX than other events
associated with B" subunits.

The involvement of the B" subunit in the above processes depends
not only on its presence or absence, but also on their amount/activity in
the PP2A holoenzyme, as shown by comparing the homozygous-
recessive and heterozygous genotypes of the fass-5 and fass-15 mutants
from this point of view. The toxicological aspect of our results: although
many studies show that MCY-LR induces oxidative stress by
mechanisms independent of its inhibitory effect on protein phosphatase,
we have shown that it also induces oxidative stress by modulating PP2A
in both wild-type plants and the B/C subunit in mutants. In this context,
many of the effects of MCY-LR studied here differ from those of DQ,
which is a ROS inducer and whose ROS induction mechanisms are at
least partially independent of PP2A. Given the partially different effects
of MCY-LR and DQ, the induction and responses to oxidative stress in

Arabidopsis thaliana are not entirely dependent on PP2A.



In summary, inhibition of protein phosphatase activity altered
PIN distribution and auxin response, thus altering root development.
Furthermore, we point to the likely key role of PP2A in the regulation of
oxidative stress responses in plants and pave the way for future research
that may reveal the signaling pathways involved.

Overall, the main, scientifically novel findings of this work are as
follows:

1. In primary root tips, the treatments with MCY-LR decreased PINI,
PIN2 and PIN7 levels, but not PIN3 levels. In the young lateral roots,
the levels of PIN1 and PIN2 increased and the level of PIN3
decreased. The signal intensities of the PIN proteins also followed
this trend in the lateral root primordia.

2. DR5:GFP reporter activity showed that the decrease in cyanotoxin-
induced auxin levels/responses in the primary root tips varied in
parallel with the PIN levels

3. MCY-LR treatment was able to restore the altered gravitropic
response of crk5-1 mutants (protein kinase-defective plants).

4. Both the C (catalytic C3 and C4) and B" (regulatory) subunits of
PP2A are involved in the regulation of oxidative stress in
Arabidopsis thaliana. Both subunit 'B" and subunit 'C' mutants have
different ROS levels compared to Col-0, both in untreated plants and
in response to MCY-LR /DQ treatments.



5. The B" subunit plays a role in regulating SOD activities (mainly
Cu/Zn SOD and to a lesser extent Fel-SOD) involved in defence
responses against oxidative stress. Relevant evidence:

a. The relatively low ROS values in the c3c4 untreated plants are
inversely proportional to the relatively high Fel- SOD and Cu/Zn-
SOD activities. This suggests that the isoforms of the C3 and C4
catalytic subunits of PP2A influence the protective responses to
oxidative stress.

b. Our results with fass-5 and fass-15 mutants show that the FASS
protein as regulatory subunit B" indeed regulates oxidative stress and
ROS neutralisation and that this is related to phosphorylation of
histone H2ZAX. However, the MCY-LR and DQ treatments show that
this relationship is complex, and several aspects require further
investigation. It should be noted that the functionality of the
regulatory subunit 'B" has a complex effect on PP2A activity (i.e. the
absence of a functional protein does not mean that PP2A/C activity
is inhibited) and also affects other protein phosphatases (e.g. PP1).

6. The involvement of the 'B' subunit in the above processes depends
not only on its presence or absence, but also on the amount/activity
of PP2A relative to the holoenzyme - as shown by comparing the
homozygous recessive and heterozygous genotypes of the fass-5 and

fass-15 mutants in this regard.



7. Our results also have toxicological implications. Although several
studies have shown that MCY-LR induces oxidative stress by
mechanisms independent of the phosphatase inhibitory effect of the
protein, we have shown that it induces oxidative stress by
modulating PP2A in both wild-type plants and B"/C subunit mutants.
In this context, many of the effects of MCY-LR studied here differ
from those of DQ, which induces ROS and whose ROS induction
mechanisms are at least partially independent of PP2A.

8. Given the partially divergent effects of MCY-LR and DQ, the
induction and responses to oxidative stress in Arabidopsis are not
entirely dependent on PP2A.

9. It appears that the phosphorylation state of H2AX, which correlates
with oxidative stress responses, is not directly dependent on
modulations in the activity of the catalytic subunits of PP2A, but that
regulatory subunit " B" modulates YH2AX levels. Thus, in
Arabidopsis, PP2A activity conferred by catalytic subunits C3 and
C4 (and others) appears to play less of a direct role in YH2AX

dephosphorylation than other events associated with the B" subunits.



Material and methods

Our studies were performed in Arabidopsis thaliana Columbia
ecotype and its mutants, PINI1:PIN1-GFP, PIN2:PIN2-GFP and
PIN3:PIN3-GFP in Col-0 background (Benkova et al., 2003; Xu et al.,
2006; Zadnikova et al., 2010), DR5rev:GFP fusion construct (Friml et
al., 2003b; Zadnikova et al., 2010), and in the crk5-1 loss-of-function
mutant (Rigd et al., 2013). Protein phosphatase (PP2A) mutants
described by Camilleri ef al. (2002), Kirik et al. (2012a) and Spinner et
al. (2013) used in this work were c3c4, a double mutant of the catalytic
subunit and regulatory subunit B" fass-15 and fass-5 mutants.

Plants were grown under axenic conditions on modified MS
(Murashige and Skoog, 1962) medium supplemented with Gamborg
vitamins (1968), 2% (w/v) sucrose (Molar, Budapest, Hungary) and 0.8%
(w/v) Bacto agar (Difco, Lawrence, KS, USA). Growth conditions: 14/10
h photoperiod, 22+2°C, 60 pmol/m*/s photon flux density in the
photoperiod.

GFP fusion protein-containing plants and PIN and yH2AX
immunolabelled plants were examined by confocal laser scanning
microscopy (CSLM).

DCFH-DA signals from ROS were detected by conventional
epifluorescence microscopy. Quantitative detection of YH2AX protein
was performed using the western blot technique. SODs enzyme activity

was measured by non-denaturing gel electrophoresis using methods
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adopted from Giannopolitis and Ries (1977) and Bertrand and Eze
(2014). Phosphatase activity was measured using the *?P isotope
technique as previously described (Garda et al., 2018; Mathé et al., 2013)

For the evaluation of gel images, GelAnalyzer 19.1® software
((www.gelanalyzer.com) Ifj. Istvan Lazar, PhD id. Istvan Lazar, PhD,
CSc) was performed. Microscopic sections were prepared and analysed
using Zen Black 2.3, ZEN Blue 2.3 Lite and Fiji (ImageJ-Win64)
software (Schindelin et al., 2012).

Statistical analyses were performed using Systat Sigma Plot 10.0/
12.0 ® software (Systat Software, San Jose, CA) and R Studio 1.2 and
ggplot2 graphics package (Wickham, 2016).
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