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1. BEVEZETES

A novényi kutikula, mint a hajtdst a kiilvilag felé hatdrolo feliillet szamos novényi
¢letfolyamatban meghatarozo. A perisztomas parologtatds lényeges elem a szarazsagtiirés
komplex fenotipusaban, mig a gylimolcsok kutikuldn at torténd vizvesztése a tarolas soran
fontos tényezd (apadas). Munkassagom az alapkutatasok feldl kozelitett ehhez a gyakorlati
vonatkozdsban fontos problémakorhoz. Az els6ként bemutatott kisérletek soran a
transzkripcios géncsendesités és RNS szabalyozas mechanizmusaira szerettiink volna fényt
deriteni. A késObbiekben egy modosult RNS szabdlyozast, széarazsagtird ladfli mutanst
izolaltunk ¢és jellemeztiink, ahol a kutikula fejlédés jellemzd valtozasait talaltuk. Ezek a

crer

ahol a kutikula fejlédés meghatarozdinak vizsgélata jelenleg is egyik {6 kutatasi tertiletem.

2. A KUTATASOK TUDOMANYOS ELOZMENYEI ES CELKITUZESEI

Transzkripcios géncsendesités

Kisérleteink kozvetlen eldzménye a transzkripcids géncsendesités (TGS) felfedezése volt. A
TGS mechanizmusara nézve vizsgalataink (1994-1996) elott csak kevés adat volt
hozzatérhetd, az RNS szabalyozas miikodésének molekularis szintli részleteire csak joval
eredményeink publikdlasa utan deriilt fény. A poszttranszkripcios (PTGS) és a transzkripcios
(TGS) géncsendesités felderitése egymassal parhuzamosan zajlott. A TGS vonatkozasaban
ismert volt, hogy a promoéter homologia kivaltotta csendesités a transzkripcid szintjén
mitkodik (Matzke et al 1989; Neuhuber et al 1994). A TGS-hez kapcsolodo jellemzOnek
tartottak a promoter metilaciot, valamint azt hogy a csendesitd €s csendesitett konstrukciok
szétvalasakor (szegregéacidjakor) a csendesitett promoter csak fokozatosan, néhany generacion
keresztiil nyeri vissza aktivitasat. A metilacio kialakuldsanak mechanizmusair6l ekkor még
csak feltételezéseink voltak (Matzke and Matzke 1995). A DNS metilacio jelenségének a
molekuldris hatterét célozta egyik kisérlet sorozatunk, melyben a szegregacid utan ujra
kovetni. A PTGS és TGS csendesitésre is képes 271 dohany lokusz 35S promotere altal
terveztiik a H2 lokusz érzékeny 35S promoterének TGS géncsendesitését (Matzke et al 1994;

Vaucheret et al 1992), és a folyamat jellemzését molekularis modszerekkel.
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A kis RNS-ek géncsendesitésben betoltott szerepének felfedezése (Hamilton and Baulcombe
1999). utén ilyen iranyu kisérleteket kezdtiink TGS rendszerben is (2000-2002). Ebben az
idészakban fény deriilt a transzkripcids és poszttranszkripcids géncsendesités hasonlosagaira,
amennyiben a dupla szali RNS-ek (double stranded RNA; dsRNS) és kis interferald6 RNS-ek
(short interfering RNA, siRNS) részvételét mindkét folyamatban leirtak (pl. Sijen et al 2001).
A DNS metilaci6 megjelenését PTGS esetén, a kodolo, illetve atirt génszakaszokon is
detektaltak (Fagard and Vaucheret 2000). A TGS elnevezés mellett igy idokozben elfogadotta
valt az altalanosabb RNS fliggd DNS metilacid (RNA dependent DNA methylation; RADM)
kifejezés. A PTGS és RdDM vonatkozasaban elkiilonitették a kiilonbozd siRNS fajtak
szerepét. A PTGS-ben a rovidebb 21-22 nt hossz siRNS-eknek, az RADM mechanizmusdban
a hosszabb 24-26 nt-os siRNS fajtaknak tulajdonitottak jelentéséget (Hamilton et al 2002).
Ismert volt, hogy a csendesitésben résztvevd dsRNS koztitermékeket RNaz III aktivitast
DICER enzimek hasitjdk tovabb (Bernstein 2001). Az Arabidopsis DCLI gén gyenge
mutacidja a virdg fejlddésében dramai valtozasokat okozott (,,carpel factory” mutansok, Park
et al 2002), mikodése pedig az miRNS-ek képzddéséhez bizonyult sziikségesnek (Reinhart et
al 2002). Feltételezhetd volt, hogy az Arabidopsis DCL enzimek kiilonb6z0 tulajdonsagu kis
RNS-ek processzaldsaban vesz részt. Mig a DICER enzimek emldsben citoplazmas
lokalizacidjuak, ndvényben a sejten beliili kompartmentizacidjuk nem volt ismert, erre nézve
csak feltételezéseink voltak. Kisérleteink legfontosabb célja az volt, hogy kideritsiik, részt
vesz-¢ a DCLI1 enzim a TGS folyamataiban, illetve adatokat nyerjiink a folyamat sejten beliili
lokalizacidjarol. A csendesités soran TGS rendszeriinkben 21, 22 és 24 nt hossziisagu siRNS-
ek képzodtek (Aufsatz et al 2002). Ezek termelddésének helye a sejten beliil nem volt ismert,
csakugy mint szekvencia jellemzdik sem, €s a hasitasban résztvevd (feltehetéleg DCL) enzim
is ismeretlen volt. Hogy vajon az siRNS-ek koziil milyen hosszisagu termék volt hatékony az
RdADM soran, szintén felderitésre vart. A géncsendesitést gatldo virdlis fehérjék hasznos
eszkozok a csendesités mechanizmusainak felderitésében (Burgyan és Havelda 2011). Egy
ilyen fehérje a paradicsom bokros torpiilés virus (Tomato bushy stunt tombusvirus; TBSV)
P19 fehérjéje. A TBSV P19 fehérje egy tranziensen kifejezett dsRNS-rdl képz6dd Gsszes
siRNS képzddését gatolni tudta (Hamilton et al 2002). A hozza nagymértékli (aminosav
szinten 74%) hasonlosagot mutatd cymbidium gytirtisfoltossag virus P19 fehérje specifikusan
kapcsolddott a 2 nukleotid 3’ talnyuld véget tartalmazd 21-25 nt hossz(i dsRNS-ekhez
(Silhavy et al 2002). Ez a struktura a dsRNS-ek DICER enzim 4ltal tortént hasitasanak
elsddleges termékeire jellemzd. Ezek a megfigyelések a P19 fehérjeket az siRNS-ek
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részvételével zajlo géncsendesités altalanos gatloiként valoszinisitették. Kisérleteinkben a
P19 fehérjét kiilonbozd sejten beliili kompartmentumokba (sejtmag €s citoplazma) iranyitott

moddon terveztiik a géncsendesités gatlasara felhasznalni.
Mutansok sziirése pleiotrop bélyegek alapjan

Egy, a novény szamara fontos jelut kiesése illetve aktivacioja a kozvetleniil érintett valaszon
kiviil mas kovetkezményekkel is jarhat (pleiotropia). Ez befolyasolhatja a ndvény habitusat,
novekedési sebességét illetve fazisait, stb. A pleiotrop bélyegek gyakran konnyebben
¢szrevehetdek és igy egyszeriibben kivalaszthatdak a mutans-populdciobdl, mint az esetleg
fontos tulajdonsag, ami mogottiik all (Boyes et al 2001). Ezt kihasznalva végezhetdk olyan
szlirési kisérletek (screen-ek) ahol mutans populacioban lathatd fenotipust, feltehetden
pleiotropikus mutdnsokat keresiink. Az igy izolalt mutanst ezutan tovabbi vizsgalatoknak kell
alavetni anak megallapitdsara, hogy van-e olyan tulajdonsaga, ami tudomanyos vagy

gyakorlati szemponbdl értékessé teszi.
A magi cap koté komplex, mint a poszttranszKkripcios génszabalyozas egyik szereplgje

A magi cap koté komplex (nuclear Cap Binding Complex, nCBC) az RNS Polimeraz II altal
atirt mRNS-ek 5° végére szintetitalt cap strukturat koti. Az nCBC szerepérdl €s mitkodéseérdl
allati rendszerekben ¢€s €lesztoben lehet tudni a legtobbet. Itt a komplex legalabb kettd — 80
illetve 20 kiloDalton molekulatomegii — alegységbdl all. A két alegység egyiitt képes az
mRNS 5’ cap strukturat megkotni. A cbhp20 mutanssal kapcsolatos elsé munkank kozzététele
idején az nCBC komplexnek az mRNS splicingjaban, 3 végének érésében, illetve az snRNS-
ek magbdl vald exportjaban tulajdonitottak szerepet (Izaurralde et al 1994, Cougot et al 2004).
Emldésben az nCBC komplex miikodését stressztdl és novekedési faktoroktol fliggdnek
talaltdk, szabalyozdsa foszforillaci6 altal torténik (Wilson et al 1999). Ez alapjan
valoszinilisithetd volt, hogy szerepe az mRNS érésében nem héztartasi (,,house-keeping”)
funkcid, hanem egy poszttranszkripcios szabalyozasi lehetdség. Az Arabidopsis nCBC nagy
alegységet érinté abhl mutaciot Hugouvieux et al. (2001) irtak le. Eleszté kéthibrid kisérlettel
ugyandk kimutattak, hogy az Arabidopsis CBP20 és CBP80 fehérjék kapcsolodni voltak
képesek. Az ¢lesztdben kifejezett fehérjék csak egyiitt tudtdk az mRNS cap struktarat kotni in

vitro, tehat hasonloan viselkednek az élesztd ortologjaikkal (Hugouvieux et al. 2001).
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Transzkriptumok alternativ splicing és kis RNS fiiggé szabalyozasa abiotikus stressz

valaszokban

A poszttranszkripcids szabalyozas lehetdségei kozé tartoznak az aktualis transzkriptum
készlet modositdsai PTGS géncsendesités, alternativ splicing és az RNS érésének,
transzportjanak illetve lebomlasanak befolyasolasaval. Ezeket a lehetdségeket a novény a
stresszfliggd szabalyozasban kiterjedten hasznalja (Mazzucotelli et al 2008), az nCBC
komplex mitkddése pedig kapcsolhatonak bizonyult egyes ilyen, RNS szintti jelenségekhez.
Az mRNS alternativ splicing az egyik legrégebben ismert poszttranszkripcios szabalyozasi
lehetdség. Ennek jelentdségét novényekben sokaig alabecsiilték, mara azonban ismertté valt,
hogy az igy szabalyozott transzkriptumok szdma ndvényekben is jelentds, ardnyaiban
0sszemérhetd az allatokban tapasztaltakkal (Kazan 2003; Ner-Gaon et al 2007). Abiotikus
stressz hatasara lezajlo alternativ splicingot ndvényben eddig aranylag kevés esetben irtak le
(Floris et al 2009). Az nCBC-vel kapcsolatos jelenlegi ismereteink valdszintisitik, hogy ez a
szabalyozasi lehetdség a jovoben még nagyobb hangsulyt kaphat a stresszvalaszok
magyarazatdban. A kis RNS-ek, €és koztik a miRNS-ek részvétele az abiotikus stressz
valaszokban j6l dokumentalt (pl. Liu et al 2008; Liu et al 2009; Sunkar et al 2006;
Covarrubias and Reyes 2010; de Lima et al 2012). Feltételezhetd, hogy az miRNS-ek egyik

feladata az egyedfejlodés koordindcidja a stresszvalaszok alatt.
Vizért valé versengés vizhiany esetén

A viztakarékos novények a talaj és szoveteik viztartalmat a parologtatds visszafogasaval
megtartani igyekeznek, mig a vizpazarlok a vizutanpotldas novelésével (pl gyors
gyokérnovekedéssel) keriilik el, illetve jobban toleraljak a dehidraciot (Sade et al 2012). A
modern novény-biotechnologiai kutatasok gyakran a parologtatds csokkentésére iranyulnak
(Schroeder et al 2001). Szant6foldi koriilmények kozott azonban a haszonndvények mellett
mas novények (pl gyomok) jelenlétével is szamolni kell, amik a hozzaférhetd vizért
versengenek. Ezt a kompeticiot, kiilonosen ha az kiilonbozo stratégidkat kovetd novények
kozott zajlik, vizsgélataink elott kevéssé jellemezték. Feltételeztiik, hogy viztakarékos
mutansok (cbp20, eral) és a vad tipust (hozzajuk képest pazarld) novények kozott gyoker
kontaktus esetén interakcid zajlodhat le, ami befolyasolhatja a mutdnsok vizhaztartdsat,

fenotipusat.
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Fotoszintézis limitacio

Vizhidny esetén a sztomak zarasa nemcsak a parologtatas csokkentését okozza, hanem a CO,
felvétel gatjaként hozzajarulhat a fotoszintézis limitdciojdhoz 1s. A fotoszintézis
hatékonysaganak romlasat példaul a ribuloz-1,5-bifosztat karboxilacid hatékonysaganak
csokkenése vagy oxidativ stressz okozta membrankarosodasok (EI-Tayeb 2006) is
okozhatjadk. Hogy milyen mértékben feleldsek a kiillonb6zd faktorok a CO, megkdtés
gatlasaért sokaig vitatott volt (pl Chaves 1991). Nagy valdszintiséggel a kiilonb6z6 fajokban
¢s eltérd kornyezeti koriilmények, feltételek mellett mas €s mas dinamikaval zajlanak a
stresszvalaszok ¢€s élettani folyamatok. A manapsag legelfogadottabb modell szerint fokoz6do
vizhidny esetén kezdetben a sztdma konduktancia, késobb viszont a CO, beépiilés jelenti a
szlik keresztmetszetet a fotoasszimildcioban (Flexas and Medrano 2002). Hogy a sztoma
konduktancia mekkora csokkenése okozza mar a fotoszintézis gatlasat, nagy gyakorlati
jelentdségli. Ez a paraméter szant6foldi koriilmények kozott a megengedhetd vizhidny
mértékét hatdrozza meg (pl. deficit ontdzésnél). Masrészrdl irdnymutatast ad arra nézve is,
hogy a gazcsere mesterséges csokkentése (pl. transzgénikus modositds segitségével)
mennyiben fogja vissza a biomassza gyarapodas alapjaul szolgdldo fotoszintetikus
folyamatokat. Kedvezétlen esetben a vizgazdalkodds vonatkozasaban nyert elonyt a
produktivitds csokkenése tulkompenzalhatja. A cbp20 Arabidopsis mutans gazcseréje
korlatozott (Papp et al 2004), ami lehetdséget nytjtott a gazcsere €s a fotoszintézis limitacio
Osszefliggésének vizsgdlatara ebben a modellrendszerben. Kisérleteinkben tehat arra
kerestiink valaszt, vajon a korlatozott gazcsere a chp20 mutacid esetén hogyan befolyésolta a

fotoszintetikus folyamatokat normal illetve korlatozott vizellatas esetén.
A kutikula képzodése, szerepe a szarazsagtiirésben és a vizvesztésben

A kutikula, mint a ndvény fold feletti része és a kiilvildg kozotti hatarfeliilet a novény
¢letében fontos szerepeket tolt be. Ilyen példaul a perisztdmas parologtatas, vizlepergetés,
kartevok, korokozok elleni védelem, kiros UV sugarzés visszaverése (Nawrath, 2006; Jager
et al 2011; Dedk et al 2010). A z6ld novényi hajtasok mellett a termések, gyiimodlcsok
kutikuldjanak is alapvetd élettani szerepei, €s ebbdl kdvetkezéen nagy gazdasagi jelentdsége
van. A kutikula szerkezetét és képzOdését régota vizsgaljak. Rétegelt, rendezett strukturaju,
egy kutin poliészter matrixbdl és abba, illetve arra rakddo viasz komponensekbdl all, kevéssé
jellemzett 6sszetevdje ugyanakkor a nem depolimerizalhatd kutdn (Samuels et al 2008). Az

ultrastruktura és feltehetdleg a rétegek Osszetétele is valtozod fajonként, szervenként illetve

6
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novekedési fazisok szerint is, err6l azonban még csak részleges informdciok allnak
rendelkezésre (Nawrath, 2006). A legtobb ismeret az Arabidopsis thaliana kutikuldjarol gytlt
0ssze (Jenks et al 2002), de egyéb fajokrdl is egyre tobb adatot kdzdlnek (Buschhaus and
Jetter 2011). A kutikula képzddést (bioszintézist €s transzportot) szabalyozd gének koziil
tobbet is azonositottak. Ezek kozott emlithetok példaul a MYB csaladba tartozo MYB41
(Cominelli et al 2008) és MYB96 (Seo et al 2011), HD-ZIP (Javelle et al 2010) illetve AP2-
ERF (Broun et al 2004) transzkripcios faktorok (TF). A TF-ok mellett a kutikula alkotok
képzbédésének poszttranszkripcids szabalyozasat is valdszintsitik. Hooker et al (2007) azt
talaltak, hogy a kutikula fejlddését befolydsoldo CER7 gén feltételezhetéen egy exosome
alegységként miikodd exoribonukledzt kodol. Adataikbol arra kdvetkeztettek, hogy ennek az
RNS bonté komplexnek a miitkodése valdszinlileg egy szabdlyozd gén mRNS-én at a viasz
bioszintézis egy korai kulcsenzimének (CER3/WAX2/YRE) szintjét befolyasolja.

Az alma hazank gyiimdlcstermesztésének egyik legfontosabb terméke (~500 ezer tonna
termés/év 2008-2010 kozott). Altalaban hosszh hiitott tarolas utan keriil forgalomba, ami alatt
a gyiimolcs felszini kutikulan at torténd apadasi veszteség jelentds lehet. E mellett a kutikula
befolydsolhatja az alma egyes koérokozodi, pl. a ventarids varasodas (Venturia inaequalis)
elleni ellenalld képességét, de a viaszosodds mértéke a vasarlok preferenciaira is hatassal van.
Az alma gylimdlcs kutikula gazdasagi jelentoségét tobb megfigyelés is alatdmasztja. A
gyimdlcs felszinére mesterségesen felvitt vékony viaszréteg a tarolhatosagot €s tetszetosséget
is javitja (Meheriuk and Porritt 1972). A ‘Magyar Kormos Renet’, ‘Parker Pepin’, ‘Reinette
Russet” vagy ‘Saint Edmund’s Pippin’ a folyamatos kutikularéteg hidnya a parasodd
borszovet szuberinizacidja ellenére gyors vizvesztéshez vezet. Az alma kutikuldjaval
kapcsolatban a molekularis biologia teriiletén is sziilettek figyelemremélté eredmények.
Egyes fajtak viasz Osszetételét mar leirtdk (Verardo et al 2003), a kutikula struktarajat pedig
konfokalis 1ézer pasztazd mikroszkoppal vizsgaltdk (Veraverbeke et al 2001). A kutikularis
viaszok képzddése az etiléntermeléssel parhuzamosan zajlik, és attol fliggének bizonyult (Ju
and Bramlage 2001). Az alma gylimolcsben kifejez6d6 gének szambavételét tobb microarray
kisérlet is célozta. A gyiimdlcshusban kimutathat6 mRNS-eket levelek és viragok mRNS
készletével vetették Ossze, illetve érés soran indukalddo géneket kerestek (Costa et al 2010).
Ezeknek a vizsgalatoknak tovabbi lendiiletet adhat az alma genom szekvencia kézelmultbeli
kozzététele (Velasco et al 2010).

A buza a vilag egyik legnagyobb mennyiségben termesztett haszonndvénye. Szarazsagtlirésre

valo nemesitése a globalis klimavaltozas miatt aktualis feladat, amiben hazank is jelentOs
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eredményeket ért el (Dudits 2006). Gabonafélékben a modellndvények révén nyert
informaciok segitségével, illetve térképezésen alapuldé modszerekkel sikeriilt egyes
kutikuldhoz kd&thetd géneket azonositani (pl. Yu et al. 2008; Hu et al. 2009). A kutikula
parologtatast szabalyozo szerepét arpa levélen Richardson et al (2005, 2007) vizsgaltak.
Eredményeik szerint a kutin réteg €s egy kisebb mennyiségii viasz alapvetéen meghatarozza a
vizvesztés mértékét, amit a tovabbi lerakodd viaszok mar dontden nem befolyasolnak. A
kutikula képzddését szabalyozd transzkripcios faktorok kozil a modellnovényekben
legjobban jellemzett példa az AP2/ERF tipust WIN/SHN géncsalad, amelyhez kozvetleniil a
kutin bioszintézis serkentése kothetd (Kannangara et al. 2007). Gabonafélékben eddig
arpaban (Taketa et al. 2008) és rizsben (Wang et al. 2012) irtak le a WIN/SHN csaladhoz
tartozo transzkripcidos faktorokat. Buzdban Kosma és munkatéarsai (2010) azonositottak a
kutikula képzddésben feltehetéen szerepld géneket hesszeni légy kartételével kapcsolatban.
Ezek kozott volt a buzdban eddig egyetlenként leirt, a kutikularis folyamatokat valosziniileg
szabalyozo transzkripcios faktor, egy MYB30 homolog gén. Ennek kifejezddése és egyes
specifikus viasz komponensek megjelenése kozott a szerzok osszefliggést tudtak kimutatni.

A kutikula és a szarazsagtiirés kapcsolatdt modell és haszonndvényekben is kiterjedten
vizsgaltadk. Buzédban Rawson és Clarke (1988) szerint vizhidnyos koriilmények kozott a
kutikuldn at torténd vizvesztés aranya magassa valik, ami a struktara potencialis jelentdségét
bizonyitja ebben a fajban is. Gabonaféléknél eddig elsdsorban a kutikula viasz dsszetevoinek
lehetséges szerepét vizsgaltak a szarazsagstressz alatti hozamcsdkkenéssel, illetve a rezidualis
parologtatassal kapcsolatban. Gonzalez és Ayerbe (2010) a hozam ¢és a feliiletrdl leoldhato
viasztartalom kozott pozitiv, mig a hozam és rezidualis parologtatas kozott negativ
Osszefliggést mutattak ki. Méasok azonban megkérddjelezték a feliileti viaszok meghatarozé
szerepét mind a rezidudlis parologtatassal mind a szarazsagtiiréssel kapcsolatban (Larsson and
Svenningson 1986; Merah et al. 2000). A kutikula masik f6 alkotdja, a kutin matrix
tekintetében nincs tudomasunk 6sszehasonlitd vizsgalatokrol gabonafélék esetében. Meg kell
tovabba jegyezni, hogy az eldbbiekben bemutatott vizsgalatokat a biza nagyszamu, eltérd
genotipusan végezték, amelyek szarazsagstressz alatti viselkedése nem feltétleniil egyforma.
Schoppach and Sadok (2012) jelentds kiilonbségeket tartak fel kiilonboz6 bluzafajtak esetében
a sztomazaras dinamikdjaban, Gallé et al (2013) ko6zolt eredményei pedig alatamasztjak a
buzafajtak kozott ilyen kiilonbségek meglétét. Ez felveti annak a lehetOségét, hogy a

kutikularis parologtatds jelentdsége sem minden genotipusban egyonteti. A fent bemutatott
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eredményeket attekintve arra a kovetkeztetésre juthatunk, hogy a kiilonbozo fajok, sot fajtak

kutikuladi k6zott a szarazsagtlirésben jatszott szerepet tekintve jelentds kiilonbségek lehetnek.

A kutatasok célkitiizései

A transzkripcidés géncsendesités mlekularis mechanizmusainak felderitése: a DNS
metilacido szekvencia szintli vizsgéalata, TGS-ben résztvevd lokuszok szerkezetének

jellemzése, siRNS szekvenciadk meghatarozasa TGS rendszerben.

A DCL1 enzim sejten beliili lokalizacidjanak meghatarozasa. dc/l mutacid ¢s
kompartmentekbe iranyitott virdlis szupresszor fehérje TGS siRNS-ekre és egy miRNS-re

gyakorolt hatasainak 6sszehasonlitésa.

Megvaltozott stressztlirésli Arabidopsis mutansok azonositasa pleiotrop tulajdonsagok

szirésével.

Egy ujonnan izolalt szdrazsagtiird, viztakarékos mutans (cap binding protein 20)
jellemzése genetikai, ¢€lettani, stresszélettani és Okofiziologiai vonatkozasban. Kisérlet

hasonld fenotipus Iétrehozasara géncsendesitéssel paradicsomban.

A cbp20 mutins bOrszovetének részletes anatomiai vizsgalata, kiilonds tekintettel a

kutikulara.

Viztakarékos mutansok szarazsagtiird fenotipusanak jellemzése vizért vald versengés

esetén.

Gyiimolcs kutikula 6sszehasonlité morfoldgiai vizsgalata almafajtakban, €s a kutikula

képzddés folyamataiban feltehetden résztvevd gének azonositasa.

A kutikula mikromorfologidjanak osszevetése eltérd szarazsagtiirésii buzafajtak kozott.

Egy, a kutikula fejlodését szabalyozo6 bliza transzkripcios faktor funkcionalis azonositésa.
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3. AZ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

1. A dohany 271/H2 transzkripcios géncsendesitési (TGS) rendszerben a prométer
homologian alapulé géncsendesités a csendesitett promoter meiotikusan 6rokolheto DNS
metilacigjaval jart egyiitt, amely elsésorban CG és CNG kontextusu citozin bazisokat
érintett. Dohdnyban a TGS jelenségét 271 x H2 keresztezés soran tanulméanyoztuk. A H2/271
F1 dohanynovényeket vad tipusti dohannyal visszakeresztezve a (35S promoteren jelentkezd)
TGS hatas alol felszabadulo H2 lokuszok miatt Hygromycin rezisztenciat kellett volna
tapasztalnunk, ami azonban a BC1 ndvényeknél nem jelent meg. A csendesitd konsrukcid
eltavolitdsaval a 271 transzgénikus vonalakban jelenlevd antiszensz nitrit reduktaz gén (NiR)
poszttranszkripcids géncsendesitd hatasa (PTGS) viszont azonnal megsziint. Egy H2-t 6r6klo,
de a Hptll gén atirdsaban gatolt, Hygromycin érzékeny vonal €s az eredeti H2 novény 35S
promoterein biszulfit szekvendlast végeztink. Az eredmények azt mutattak, hogy a 271
lokusz hatésanak elézetesen kitett H2 lokusz (H2*BC1#5) 35S promoter szekvenciaja a
citozin metilaciot mutatott a H2 lokusznal (Park et al 1996). A siirlibben metilalt H2*BC1#5
lokusz azonban nem mutatott tovabbi csendesitésre vald képességet. A metildlt citozin
nukleotidok elsdsorban szimmetrikus (CG vagy CNG) pozicioban voltak. Eredményeink
jelentéségét az adta, hogy egy novényi TGS rendszerben eldszor tudtunk nukleotid szintii
informaciét adni a célszekvencia metildcids valtozdsair6l valamint a hatds meiotikus

orokolhetdsegét is kimutattuk.

2. A transzkripcios géncsendesitést kivaltani képes H2 dohany lokusz szerkezete erésen
komplexnek bizonyult, tobb, egyes esetekben toredékes prométer szekvenciat és
prokariota, nem T-DNS eredetii szakaszokat tartalmazott. A H2 dohany lokusz a 35S
promoterének TGS érzékenysége mellett NOS promoterével arra szenzitiv lokuszban
transzkripcios géncsendesitést volt képes kivaltani (Matzke et al 1989). Ilyen, TGS-re
érzékeny NOS promotert hordoz a Kg; lokusz, amit H2 a promoéter metilacidja mellett teljesen
csendesiteni volt képes. A részben rezisztens K, lokuszon H2 részleges metilaciot okozott,
amivel Osszhangban a TGS itt csak részben volt hatékony (Jakowitsch et al 1999). A TGS
rendszerben szerepld aktiv, érzékeny ¢€s részben rezisztens lokuszok szerkezetének
megismerése céljabol a transzgéneken €s az azokat hatarolo genomi DNS-en szekvencia
szintli vizsgalatokat végeztiink (Jakowitsch et al 1999). A H2 lokuszbdl szarmazo egyik
szekvencia egy teljes T-DNS ("H’ konstrukcid) mellett annak egy részét forditott ismétlddes

formaban tartalmazta. A lokusz tovabbi részei "H’ T-DNS fragmenseket, nem T-DNS, binaris
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vektor szekvencidkat és rovid dohdny genomi DNS darabokat tartalmaztak, az eredeti
konstrukciotol eltérd elrendezésben. Ezek kozott a szegmensek kozott a NOS prométer 4
szekvencidkkal voltak Osszefliggdek. A feltart strukturalis bélyegek részben magyardzatot
kinaltak a H2 lokusz TGS géncsendesitést kivaltd tulajdonsdgara. A lokusz komplex
szerkezete magaban foglalta a T-DNS egy (NOS promotert tartalmazd) szakaszanak forditott
GC gazdag, prokariota, de nem T-DNS eredetli szakaszokat is tartalmazott. Ez a komplex
szerkezet, beleértve a T-DNS egy részének forditott ismétlddését, gazdag forrast nyujt
aberrans RNS-ek atirasara, amelyek géncsendesitést serkentd hatdsa a késobbi kutatdsokban is
igazolodott. A teljes H2 lokusz citogenetikai vizsgalatokkal egy interkaldris heterokromatikus
régi6 mellett volt lokalizalhatd a T1 kromoszéma hossza karjan (Jakowitsch et al 1999).
Feltételezhetd, hogy strukturdlis ¢€s poziciotol fliggd hatasok egylittesen hozhatdk
Osszefliggésbe a H, lokusz NOS promoteren erds TGS-t kivaltd tulajdonsagaért. A
transzkripcios géncsendesitésre érzékeny Kg; €és nem érzékeny K, lokuszok szerkezetét is
vizsgaltuk. A Kg; lokuszt teljes terjedelmében nem tudtuk klénozni, a klonozott szekvencia
azonban viszonylag egyszert szerkezetli volt. A teljes Kg; konstrukcié mellett binaris vektor
szekvencidkat, és két rovid T-DNS szakaszt tartalmazott. A K, lokusz egy duplikacidok ¢€s
atrendezddések nélkiili, egyszeri K, konstrukciot tartalmazott, amelyhez vektor szekvencidk
sem kapcsoltak. A klonozasok soran ismertté valt, TGS-re érzékeny illetve részben rezisztens
célszekvencidk nem tartalmaztak a H2 lokuszra jellemz6é komplex strukturalis bélyegeket. A
Kg; ¢és a K, lokuszokat hatdrolé ndovényi genom szakaszok Southern blot vizsgalatok szerint
egyszeres vagy alacsony kopiaszamuak voltak, nem tartalmaztak feltételezhetd transzpozon
vagy mikroszatellit szekvenciakat, ismétlodéseket. FISH technikdval a Kg; lokusz genomi
helyzete volt meghatarozhato, ami a T2 kromoszéma hosszi karjara lokalizalddott,
kornyezetében nem volt nyilvanvaléan heterokromatikus régio. A lokuszok viszonylag
egyszerl struktargjat és szekvencia kontextusat megkiilonboztetd bélyegként értékeltiik a H2

lokuszhoz képest.

3. Az Arabidopsis MIR159 miRNS processzalasanak legalabb egyes 1épései a sejtmagban
zajlanak. A TGS siRNS-eket szekvencia jellemzéik alapjan a DCL1-t6l eltéré enzim
processzalhatta A DCL1 fehérje sejtmagi lokalizacidoji, és nem sziikséges a TGS
folyamataihoz (Papp et al 2003b). A P19 virdlis eredetii, géncsendesitést szupresszalo

fehérje citoplazmas (P19C) és modositott, NLS-t tartalmazé formait (P19N) fejeztiik ki
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NOSpro TGS csendesitett ladfiiben, aminek azonban a 24 nt hossza kis RNS-ek
mennyiségére €s a TGS-re nem volt észrevehetd hatdsa. A sejtmagban kifejezett P19N fehérje
eredményeképpen a MIR159 mennyiségének kb 60 %-os csokkenése volt kimutathato, ami
P19C transzgén hatasara nem kovetkezett be. Ez az eredmény a MIR159 képzddés legalabb
egyes lépéseinek sejtmagi lokalizacidjat valdszinisiti. NOSpro TGS csendesitett novényekbdl
klénozott NOSpro siRNS fajtdk méret szerinti gyakorisadga jo egyezést mutatott a Northern jel
erosségével. A 21 €s 24 nt hosszu fragmensek hibridizacios jele volt a legerdsebb, és ezekbdl
a meéretekbdl klonoztuk a legtobb siRNS szekvenciat. Az siRNS-ek struktiraja nem tért el
jelentdsen a kordbban megismert hasonl6 kis RNS-ekétdl. Az 5° végallasu nukleotidok a 24 nt
hosszt siRNS-ek esetében azonban féleg Citozinoknak bizonyultak, szemben a 21 nt siRNS-
eknél tapasztalt Adenozin preferenciaval €s a Tang et al (2003) altal klénozott 21 nt siRNS-ek
5’ nukleotid eloszlasaval. Ez a kiilonbség arra utalt, hogy a kisérleteinkben meghatarozott
szekvenciaju 21 illetve 24 nt hosszl siRNS-eket a DCL1-t6l eltéré enzim processzalhatta. Ezt
megerdsitette az is, hogy a tesztelt dc// mutdcidknak nem volt hatdsuk TGS csendesitett
NPTII illetve NOS gének kifejezddésére és metilacidjara. A DCL1 fehérje sejten beliili
elhelyezkedésének meghatirozdsa céljabol a gén kodold szakaszanak nagyobb részét
tartalmazo ¢cDNS-hez GFP jelzdgént kapcsoltunk. A fuzios konstrukcidt konstitutiv promoter
utan kapcsolva azt biolisztikus modszerrel hagyma epidermisz sejtekbe transzformaltuk. A
GFP fluoreszcens jel megjelenése alapjan a tranziensen kifejezett fuzids fehérje sejtmagi
lokalizacioja volt. Ebbdl arra kovetkeztethettiink, hogy a DCL1 fehérje maga is sejtmagi
lokalizacioju.

4. Pleiotrop morfolégiai bélyegek alapjan T-DNS mutagenizalt ladfii populaciobol
megvaltozott stressztiirésii mutansokat izolaltunk. Ezek koziil részletesen jellemeztiink
egy uj, ABA tulérzékeny, szarazsagtiiro, viztakarékos mutanst (cap binding protein 20,
cbp20). A cbp20 mutans genetikai 1éziojat az RNS szabalyozas egyik kulcsfontossagu
komplexén, a magi cap koté komplexen beliill a Cap binding protein 20 génre
lokalizaltuk. Uj, megvaltozott stressztiirésti Arabidopsis mutansok izolalasa céljabol egy T-
DNS mutagenizalt populaciot vizsgaltunk, amit Koncz Csaba laboratoriuméaban (Max Planck
Institut, Koln) allitottak eld. 500 egyedileg fenntartott mutans vonal utddait a T2 generacidoban
vizsgaltuk fenotipusuk alapjan Boyes ¢és munkatdrsai (2001) modszerét alkalmazva. A
késObbi utddgeneracidkban is stabilan megjelend, monogénesen 0roklodd fenotipusos
bélyegek szerint szdmos mutanst sikeriilt azonositani. Ezek tobbsége a részletes vizsgalatok

alapjan nem fliggott Ossze nyilvanvaldo médon a stressztiirés folyamataival. Az enyhe
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morfologiai valtozdsokat hordoz6 mutdnsokat biotikus €s abiotikus stresszeknek tettiink ki.
Egy ilyen mutans (cbp20) a vad tipusnal szeldeltebb levélszelt és valamelyest kompaktabb
habitust mutatott. A komplex fenotipushoz tartozott még a lassibb novekedés és késdbbi
viragzas 1s. A mutans a vad tipussal vald keresztezést kovetden monogénes recessziv
oroklésmenetet mutatott. chp20 ndovényiinket kereszteztiik a hasonld levél fenotipust mutatod
serrate (Clarke et al 1999) mutdnssal is. Az F1 generaci6 vad fenotipusa alapjan bizonyossa
valt, hogy a cbp20 és serrate mutacidkat két kiilonboz6 lokusz hatdrozza meg, azok nem
allélikusak. Ezt kovetd stresszélettani vizsgalataink alapjan a c¢bp20 ndvények
szérazsagturésiiket tekintve a vad tipusndl kedvezdbb tulajdonsdginak bizonyultak. A
fenotipus jelentdsége miatt az izolalt mutansok koziil a chp20 részletes vizsgalatat folytattuk a
tovabbiakban is. A ¢bp20 ndvények csirazasat vizsgalataink szerint olyan alacsony ABA
koncentraci6 is gatolta, amely a vad tipusu Columbia ndovényekét még nem, a mutans tehat
ABA talérzékenynek bizonyult. A mutdci6 genetikai hatterének felderitése céljabol vad
tipussal valo keresztezés utan az F2 generacioban kovettiik mind a morfoldgiai, mind a
szarazsagtlirési fenotipusokat, amik a T-DNS-el kapcsoltan 6roklddtek. A T-DNS-t hatarolo
genomi flanking régiok mentéses klonozas utani szekvencia analizise szerint a T-DNS a Cap
Binding Protein 20 (CBP20) gén elsd exonjaba ¢ékelddott be. Tovabbi lépéseket jelentett a
mutacid jellemzésében a mutans teljes hosszasagua cDNS-el valdo komplementacioja, és a gén
cytokininnel val6d indukalhat6sdganak kimutatdsa (Bacs6 and Papp 2008). A szarazsagtiirési
fenotipus ¢lettani hatterének megvilagitdsa céljabol megvizsgaltuk a chp2() mutans sztdma
konduktancidjat. Ez a paraméter a mutdns ndvényekben a vad tipusnal szignifikdnsan
alacsonyabb volt, mig a komplementalt vonalban a vad tipushoz hasonl6 értékeket mértiink. A
széarazsagtiréshez vezetd ¢lettani folyamatok tovabbi jellemzése céljabol mértiik a vizhianyos
stressznek kitett chp20 mutéans €s kontroll ndvények foldstlyainak valtozasat, ami az altaluk
parologtatott viz mennyiségére utal. Az eredmények szerint a chp2() mutans névények jobb
szérazsagtirése viztakarékos stratégidjuknak volt koszonhetd. A chp20 melletti masik ismert
nCBC mutéans abhl/cbp80 esetében kimutattak, hogy a gazcserenyilasok zarosejtjei a vad
tipusnal érzé¢kenyebben reagéaltak ABA-ra (Hugouvieux et al 2002). Ez a jelenség lehet a jobb
vizmegtartds egyik, de nem feltétleniil kizarolagos magyardzata. Kim et al (2008), valamint
toliik fliggetleniil Laubinger et al (2008) a cbp20 és abhl/cbp80 mutansokban egyes pri-
miRNS-ek érésében €és bizonyos mRNS-ek splicing-jaban taldltak hibdkat. Laubinger et al
(2008) a cbp20, abhl/cbp80 és a serrate mutansok mRNS splicing folyamataiban atfedd, de

nem azonos valtozasokat talaltak. Tobb fliggetlen vizsgalat is megerdsitette, hogy a
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SERRATE fehérje is sziikséges az miRNS processzald enzim komplex részeként egyes pri-
miRNS-ek éréséhez (Yang et al 2006, Lobbes et al 2006, Machida et al 2011). Christie et al
(2011) feltételezik tovabba, hogy SERRATE részt vesz a géncsendesités szabalyozasaban is.
Elképzelésiik szerint a hatékonyan kivagddo intronok képesek a ndvény sajat, intront
tartalmazo génjeit megvédeni a géncsendesitéstdl, mig az idegen, pl transzpozon vagy virdlis
eredetli, intron nélkiili gének nem élvezik ezt az elényt. A géncsendesités szupresszioja
viszont vizsgalataik alapjan fiiggott az ABH1 ¢s a SERRATE fehérjek jelenlététol, igy ez az
eredmény kozvetlen kapcsolatot jelent az nCBC komplex és a géncsendesités kozott. A
kozelmultban Wang et al (2013) direkt kapcsolatot mutattak ki az altaluk vizsgalt NOT2
valamint a DCL1, SERRATE, CBP80 és CBP20 fehérjék kozott. E mellett a DCL1 sejtmagi
lokalizaciojat az ¢ kisérleteik is megerdsitették. Eredményeik tovabbi bizonyitékat adjak
annak, hogy ezek a fehérj¢k egy komplexben vesznek részt a frissen atirt miRNS
transzkriptumok processzalasdban. Az nCBC funkcioja a splicing ¢s az miRNS képzddés
befolydsolasa mellett az RNS szabalyozds egy ujabban felfedezett rétegén keresztil is
megnyilvanulhat. A hosszl intergenikus nemkodold6 RNS-ek (Matsui et al 2008, Kuhn et al
2008) képzddésére a Chp20, ChpS80 €s Serrate gének miitkodése is hatassal van (lincRNS-ek,
Liu et al 2012).

5. Megallapitottuk, hogy a chp20 mutans borszovete a vad tipustol eltéréen fejlodik. A
kiilonbségek kozott kutikula vastagodast talaltunk, ami egyiitt jart a rezidualis
parologtatas csokkenésével. A chp20 mutans vizhdztartasdval kapcsolatos esetleges
epidermalis bélyegek utan kutatva a levél borszovetét részletes anatomiai vizsgalatnak
vetettiik ald. Fénymikroszkdépos megtigyeléseink szerint a mutdns bdérszovete szignifikansan
tobb epidermisz sejtet, levélszort €s gazcserenyilast tartalmazott mint a vad tipus, a sztodma
index azonban valtozatlan maradt. A sztomak és zardsejt anyasejtek fejlodésében is
rendellenességeket talaltunk. Kifejlett cbhp20 levelek abaxialis bOrszovetét transzmisszios
elektron mikroszkoppal vizsgalva a vad tipussal dsszehasonlitdsban jelentds (78,2%) kutikula
vastagodast figyeltiink meg. Annak eldontésére, vajon a vastagabb kutikula befolydsolja-e a
perisztdmas transpiracid meértékét, sotét adaptalt 4 hetes novények (teljes rozettdk)
vizvesztéseit hasonlitottuk ossze. Ilyen koriilmények kozott a chp20 ndvények a vad tipusnal
szignifikdnsan lassabban veszitettek vizet, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a mutéacio
hatasara a kutikula vizre valé vald permeabilitasa csokkent. A chp20 mutans kutikuldjanak
vizsgélata sordn nyert eredményeink tehat alatamasztjadk azt az érdekes lehetdséget, hogy a

kutikula fejlédésében szerepe van az RNS szabalyozasnak.
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6. A cbp20 és egy tovabbi ABA tulérzékeny, viztakarékos ludfii mutans (eral) esetében is
kimutattuk, hogy a csokkentett parologtatassal jaroé szarazsagtiir6 fenotipus
fokozottabban parologaté novények szomszédsagaban, azokkal vizért valé versengés
esetén nem jelenik meg. A vizmegtarto stratégiat kovetd novények a természetben illetve a
termesztésben 1is a szantofoldon versengésre kényszeriilnek a rendelkezésre 4llo
vizutanpotlasért. Ezt a helyzetet modelleztiik kisérleteinkben, amikor cbp20 ¢€s eral vizzel
takarékos, ABA tulérzékeny mutansokat valamint vad tipusi (mint hozzajuk képest vizet
pazarlo) nodvényeket kompeticids elrendezésben {ltettiink és tettiink ki vizhidnynak.
Eredményeink szerint a viztakarékos novények kedvezd tulajdonsdga a vizért valo
versenyhelyzetben nem érvényesiilt (Bacso et al 2008a). Elkiilonitetten nevelve a viztakarékos
novények a vart fenotipust mutattak; csokkentett parologtatasuk miatt vizvesztésiik lassubb
volt, életfolyamataikat hosszabb ideig fent tudtak tartani vizhidny esetén. Vegyes iiltetési
helyzetben azonban a szarazsagstressznek kitett mutansok leveleinek viztartalma a vad tipust
novényekével egyiitt siillyedt, a novények egyszerre pusztultak el. Annak kizarasara, hogy a
vizutanpotlds megvonasanak dinamikaja befolyasolja az eredményt, részleges Ontozési
kisérletet végeztiink. A kisérlet eredményét a csokkentett vizutanpdtlas nem befolyasolta
lényegesen, eltekintve attol, hogy annak lefolyasa igy hosszabb ideig tartott. Eredményeink
felhivtak a figyelmet arra, hogy a kisérleti koriilmények kozott jol teljesité novényvonalak a
szantofoldon  megjelend esetleges versenyhelyzet sordn elveszithetik  vizforgalmi

sajatossagukbdl fakado eldnytiket (Pardo 2010).

7. A cbp20 mutans csokkentett gazcseréje jo vizellatas mellett a fotoszintetikus aktivitast
nem befolyasolta, a fotoszintézis limitacioja nem jelentkezett. A korlatozott gazcsere
melletti fotoasszimilacios képesség jellemzésére Gsszehasonlitottuk a muténs fotoszintetikus
paramétereit a vad tipuséval (Bacsdé et al 2008b). Stresszmentes ndvények esetében
(vizmegvonasi kisérlet 0. napja) a chp20 mutéans fotoszintetikus ratdja nem volt statisztikailag
szignifikdns mértékben alacsonyabb a vad tipuséndl. A vizmegvonas 2. és 4. napjain a
kiilonbség tovabbra sem volt szignifikans, ezekben az esetekben azonban mar a mutans Py
értékeinek atlaga magasabb volt a vad tipuséndl. A cbp20 ndvények alacsonyabb
parologtatasa a 3. napra a fold gravimetrikus viztartalmaban jelentds kiilonbséget hozott 1étre.
A vizhiany hatésara a vad tipusi novényeken a 4-5. napon valtak nyilvanvalova a hervadas
kiils6 jelei. A cbp20 mutéans a kisérlet soran a vart moédon visszafogott parologtatast mutatott,
amit a tenyészedények foldsulyainak lassubb csokkenése is bizonyit. A 0. napon mért

fotoszintetikus rata szerint a cbp20 mutins fotoasszimilacioja jo vizellatds mellett
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statisztikailag nem volt megkiilonboztethetd a vad tipusétol. Ez azt bizonyitja, hogy habar a
mutans sztdma konduktivitasa szignifikdnsan alacsonyabb a vad tipusu névénynél (Papp et al
2004), a fotoszintézis sztoma limitacidja nem jelentkezett. Erdekes modon a chp20 ndvények
nem fotokémiai kioltasa jo vizellatds mellett, valamint a vizmegvonasi kisérlet 3. napjaig
meghaladta a vad tipusban mért értékeket. A fotokémiai kioltas kezdeti novekedése mindkét
genotipusban megfigyelhetd, ez a mas fajokban is megfigyelt jelenség valdsziniileg az enyhe
stresszre bekovetkezd védekezési reakcid része (Hurry and Huner 1992, Janda et al 1994),
amit késébb az érték csokkenése kovet (da Silva and Arrabaca 2004). Osszességében
kisérletiinkbdl azt a legfontosabb kovetkeztetést vonhattuk le, hogy a gatolt gazcserét mutato
cbp20 mutans fotoszintetikus aktivitasa megfeleld vizellatottsdg mellett nem kiilonbozott
szignifikansan a vad tipustdl. A fotoszintézis limitacio tehat ebben az esetben nem korlatozta
a biomassza felépiilését. A mutacid ugyanakkor jelentds védelmet biztositott a fotoszintetikus
apparatus szamara vizhidny esetén. Ez biztatd arra az nézve, ha a ludfit mutanshoz hasonlo6
tulajdonsagi haszonndvények lehetséges gyakorlati alkalmazhatdsagat probaljuk elézetesen

felbecsiilni.

8. Az Arabidopsis modellrendszer alapjan az alma genombél olyan géneket
szelektaltunk, amelyek miikodése feltehetéen a kutikula képzdédéséhez kapcsolodik. A
kivalasztott szekvenciak koziil tobbnek a Kkifejez6dését dontéen a gyiimolcshéjra
jellemzének talaltuk. igy olyan jelolt géneket azonositottunk, amelyeknek
valosziniisithet6é a szerepe az alma gyiimolcs kutikula képzédésében (Albert et al 2013b).
A kutikula képzddésben feltételezhetden szerepld gének, transzkripcios faktorok azonositasat
az alma esetében a kozelmultban kdzzétett teljes genom szekvencia megkdnnyitette. Ezeknek
az adatoknak ismeretében célul tiiztiik ki az alma gylimolcs héjban kifejez6dd, kutikulaval
feltehetden kapcsolatos funkcidji gének meghatarozasat. A molekularis vizsgalatok elott
megmértiik a gylimdlcsok viaszosodasat, hogy biztosak lehessiink abban, hogy a kivalasztott
fejlodési fazisban valoban folyik a kutikula anyagainak képzdédése a gyiimdlcs felszinén.
Ebbdl a célbol két kivalasztott almafajta ("Prima’ nyari, és ’Florina’ téli) gylimolcseinek
felszinérdl a viaszokat szerves olddszerrel leoldottuk, majd elvégeztiik azok mennyiségi
meghatarozasat a termésfejlodés tobb fazisaban. A feliiletegységre jutd viaszmennyiség a két
fajtanal osszemérhetd volt, a termelddés dinamikaja a téli fajtanal intenzivebbnek bizonyult.
Meértiik tovabbad az almdk apaddsat laboratoriumi tarolasi koriilmények kozott (szaraz
levegdben, RH ~50%) annak érdekében, hogy a vizmegtartds esetleges kiilonbségeit

felderitsiik. Eredményeink a téli fajta gylimdlcseinek jobb vizmegtartdsat mutattak, de a
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kiilonbség nem volt nagymértékii. Fénymikroszkopos vizsgalataink szerint a Florina fajta
kutikuldja 100% szedési érettségnél szignifikdnsan vastagabb volt, mint a Prima fajtaé¢. A
felszini viaszrétegek esetleges szerkezeti kiilonbségeinek feltarasa céljabol a két vizsgalt
fajtan konfokalis lézer scanning mikroszképpal végeztiink megfigyeléseket. A lipideket
szelektiven festd Auramin O kezelés utan a "Florina’ gytimélcs kutikulajanak felszinén, mig a
’Prima’ fajtdnal a viaszbevonat alsé rétegeinél volt megfigyelhetd intenzivebb festddés. Az
irodalmi adatok szerint a kutikularis membran legkiils6, vékony rétegének kitiintetett szerepe
van a vizvesztés gatldsaban (,,limiting skin” Schonherr and Riederer 1989). Ez a megfigyelés
tehat O0sszhangban 4ll a ’Florina’ gylimolcsok fentebbi kisérletben leirt visszafogottabb
apadasi ratajaval. Az alma viaszalkotok €s a kutin bioszintéziséért felelds gének azonositasa
céljabol eldszor in silico analizist végeztiink ludfli szekvenciak segitségével az alma genomi
adatbazisban. Az alma genomban tobb gén szekvencidja jelentds hasonlésdgot mutatott a
ludfiiben funkcionalisan jellemzett, kutikulaval kapcsolatos szerepti génekkel. A ludfi
génekhez hasonld alma homologok kifejezddését a gylimdles két szovettajan (héj €s hus)
valamint a levélben kovettik RT-PCR modszerrel. Kisérleteinkben tobb, feltételezett KCS
gén kifejezddését mutattuk ki Gegesi-Zold fajta gyiimdlcsének héjaban. Jellemeztiik e mellett
az alma egy CERI homologjanak kifejez6dési mintazatat, amelynek valosziniisithetd szerepe
a zsirsav dekarbonilacids bioszintézis titvonalban lehet (Albert et al 2011a; Albert et al 2011b;
Albert et al 2013a). A késObbiekben a vizsgalatokba tovabbi, a hosszulanca lipidek
szallitasaért, modositasaért, illetve a folyamatok szabalyozasaért felelds egyéb géneket is
bevontunk. Az évjarathatas kiszlirése érdekében kisérleteinket két évben is megismételtiik. A
vizsgalt gének jelentds részében kizardlagos, vagy dontd mértékli expressziot figyelhettiink
meg a héjban (Albert et al 2013b). A kifejez0dés specifitisa egyes gének esetében az
évjarattol is fiiggott (LACS2, LCR). Mindkét évben dontéen héj specifikusan fejezodott ki
példaul a CERI gén (Aarts et al. 1995; Bernard et al. 2012) alma homoldgja. A
szemikvantitativ RT-PCR soran tapasztalt kifejezddési kiilonbségek validalasa céljabol a
Lacerata gén alma homologjanak esetében az eredményeket real-time PCR moédszerrel
igazoltuk. Az enzim mikodésének terméke C29 alkdn, amely valoban jelen van a ’Florina’
almahéj viaszai kozott. A ludfii CER4 gén egy alkoholképzé VLCFA specifikus zsirsav CoA
reduktazt kodol (Rowland et al. 2006). A 2011 évi kisérletben az alma CER4 homologja héj
specifikusan fejezddott ki. A Florina alma viaszok k6zo6tt nagy aranyban talalunk C30, C28 és
C26 elsddleges alkoholokat (Verardo et al. 2003), amelyek a CER4 aktivitas feltételezett
termékei lehetnek. A LACS2, LCR ¢és WIN/SHNI homolog szekvencidk koordinalt
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kifejez6dést mutatnak két, egymast kovetd évben végzett fliggetlen kisérletben. Ez azért
figyelemre méltd, mert mindharom génnek ugyanabban a biokémiai folyamatban, a kutin

bioszintézisben tulajdonitanak (katalitikus vagy szabalyoz6) szerepet.

9. Négy buzafajta vizsgalata alapjan kiilonbségeket mutattunk ki eltéro szarazsagtiirési
genotipusok levél epidermiszének kutikula vastagsaga kozott. A buza zaszlos leveleinek
kutikulaja, a ladfii modelln6vénnyel ellentétben, szarazsagstressz hatiasaira nem
vastagodott meg. A ’Cappelle Desprez’ buzafajta esetében a levél vékony kutikulaja
szarazsagstressz érzékenységgel jart egyiitt (Jiger et al 2014a). Kisérleteinkben szarazsag-
tiird (Plainsman V, Mv Emese) és érzékeny (GK Elet, Cappelle Desprez) buzafajtéakat
hasonlitottunk 6ssze annak érdekében, hogy meghatdrozzuk a tolerancidval kapcsolatba
hozhato élettani tulajdonsadgok és morfologiai bélyegek kiilonbségeit. Fitotronban nevelt buza
novényeket a virdgzas fazisdban két egymast kdvetd periodusban vizhianynak tettiink ki. A
kezelések eldtt €s utan transzmisszids elektron mikroszkoppal megmértiik a zaszlos levelek
kutikula vastagsagat, mint a parologtatas szempontjabol feltételezett modon relevans
morfoldgiai paramétert. A kutikuldris matrix vastagsag értékei az ismételt szaritasi ciklusok
hatasara nem valtoztak. Ez gyokeresen eltér a ludfii modellndvényben tapasztaltaktol, ahol a
vizhidnyos stressz a kutikula matrix vastagodasat okozta, ami egyiitt jart a rezidualis
parologtatas csokkenésével is (Kosma 2009). Ez a megfigyelés a modell és haszonndvények
stressz valaszaiban esetenként meglevd gyokeres eltérésekre hivja fel a figyelmet. A fajtak
kutikula vastagsag értékei kozott ugyanakkor jelentds kiilonbségeket talaltunk, a szarazsagra
érzékeny ’Cappelle Desprez’ kutikulaja szignifikdnsan vékonyabbnak bizonyult a tobbi
fajtaénal. A vékony kutikula tehat egy olyan bélyeg, amely a vizsgalatainkba vont fajtak koziil
csak az egyik szarazsadgérzékeny genotipusban mutatkozott. A vastag kutikula viszont nem
mindig jart egylitt fokozott szarazsag toleranciaval. A szdrazsagtiirés nyilvanvaléan komplex
tulajdonsag, ami tobb faktor egyiittes hatdsara alakul ki. Igy olyan élettani tényezSket is
kerestiink kisérleteinkben, amelyek tovabbi hozzajarulast jelenthetnek a fajtdk eltérd stressz
valaszahoz. Egyes antioxidans enzimaktivitasok (Gallé et al 2009) és a fejlddé magvak ABA
szintjének (Guoth et al 2009) tekintetében a vizsgalt fajtdknal mar ismertek voltak jellemzo
kiilonbségek. Egy tovabbi relevans élettani tulajdonsag az ABA érzékenység, amelynek
meghatarozdsa céljabol a vizsgalt fajtak csirandvényeinek gyokér novekedését ABA
jelenlétében mértiik. Kozlés alatt 4ll6 vizsgalati eredményeink azt mutatjék, hogy a *GK Elet’
fajta a tobbinél jelentdsen alacsonyabb szintii gyokér ndvekedés gatlast mutatott ABA

jelenlétében, ami az ABA valaszadd képesség alacsony szintjét mutatja. Osszességében
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megallapithatjuk, hogy a buzafajtdk vizhiannyal szembeni tolerancidja vagy érzékenysége
tobb tényezd egyiittes hatasa révén alakul ki. Kisérleteink soran a vizsgalt fajtdkban olyan
¢lettani és a levél borszovettel kapcesolatos morfologiai bélyegeket tartunk fel, amelyeknek
nagy valosziniiséggel jelentdségiik van a stressztlirés folyamataiban, €és hozzdjarulnak a
tolerancia tapasztalt kiilonbségeihez. A ’Cappelle Desprez’ fajta szarazsagstressz
érzékenységéhez vékony kutikuldja, mig a *GK Elet’ szenzitivitasahoz mas faktorok, példaul

az ABA érzéketlenség jarulhat hozza.

10. Ludfii modelln6vény rendszerbdl szarmazé informaciok alapjan kivalasztottuk a
buza TaeSHNI gént, amelynek expressziojat a buzalevélben specifikusan a még
hiivellyel takart, alapi részben mutattuk ki. A gén ludfiiben torténd kifejezésével a
kutikularéteg tiltermelését, és eddig még nem leirt strukturalis valtozasat idéztiik elo. A
kutikula rétegelt ultrastruktirajanak megzavarasa a permeabilitas novekedésével jart
egyiitt. Osszességében kifejez6dési mintazata és a TaeSHNI tiiltermel6 hidfii fenotipusa
alapjan funkcionalisan azonositottuk a gént, mint a kutikula képzédését befolyasolo
buza transzkripcios faktort (Jiger et al 2014b). Eredményeink alapjan feltételezheto,
hogy a WIN/SHN génekhez kotheté funkciokat buzaban egy a TaeSHNI-hez nagy
hasonlosagot mutaté géncsalad latja el. A buaza kutikula fejlddés genetikai szabalyozoit
keresve az Arabidopsis modell rendszerben mar ismert, ilyen szerepii transzkripcios faktorok
egyik csaladjat (WIN/SHN) hasznaltuk kiindulasként. Az Arabidopsis thaliana WIN/SHNI1
szekvencia segitségével a Triticeae Full-Length CDS DataBase adatbazisban (Mochida et al.,
2009) azonositottuk a tplb0011g14 gént, amelyet a tovabbiakban TaeSHNI-nek neveziink.. A
TaeSHN1 fehérje 58.1%-ban azonos az Arabidopsis WIN/SHN1 (Aharoni et al 2004, Broun
et al., 2004), illetve 72.8% ban az ortolog OsWRI1 rizs transzkripcids faktorokkal (Wang et al
2012). Megvizsgaltuk a TaeSHNI gén kifejezddését 4 buza genotipusban a 3. levél hiively
altal takart régidiban, ahol a kutikula bioszintézise zajlik. Itt mind a négy vizsgalt buzafajta
esetében a gén kifejez0dését tapasztaltuk, mig a levél lemez kézépi részeken a TaeSHNI
mRNS jelenlétét jelz6 RT-PCR termék nem jelent meg (Jager et al 2014b). A ’Cappelle
Desprez’ fajta levélalapjabol nyert RT-PCR terméket klonoztuk, a klonok kozott a TaeSHN1
szekvenciat és néhany nukleotidot érinté egyedi szekvencia variansait talaltunk. Az
eredményekbdl valdszintisithetd, hogy buzdban a ludfithoz hasonléan a TaeSHNI génhez
nagyban hasonlit6 kis géncsalad mikodik. A TaeSHNI gén levélalapi kifejezddése arra utal,
hogy szerepe lehet a kutikula képzddés folyamataiban. Hogy funkcidjara nézve kozvetlenebb

bizonyitékot kapjunk, teljes hossztsagii kodolo szekvencidjat ndvényi expresszios vektorba
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klonoztuk at, és Arabidopsis ndvénybe transzformaltuk. A transzgénikus ndvényvonalak
tobbsége a WIN/SHN transzkripcios faktorok taltermelésére jellemzd csillogd levélfelszint
mutatta (Jager et al 2014b). A TaeSHNI-t tiltermeld novényvonalak koziil egyet a levél
kutikula mikromorfologia szintjén is jellemeztiink. A transzgénikus novények levél kutikulaja
a vad tipusnal vastagabb volt, ami a kutikula alkotdinak tultermelését mutatta. A kutikula
matrix szerkezete ugyanakkor erds dezorganizdcidt mutatott, ami eddig nem tapasztalt uj
fenotipus a WIN/SHN taltermeld novényeknél. A TaeSHNI1-t expresszald ladfi vonal levél
kutikuldjanak permedbilitasdt a rozettak sotétben mért vizvesztésével (az RWC értékek
csokkenésével) jellemeztiik. Az igy meghatdrozott rezidualis parologtatas a vad tipusnal
szignifikdnsan magasabbnak bizonyult, a kutikula a vad tipusndl nagyobb mértékben volt
vizre atjarhatd (Jager et al 2014b). A kutikula permedbilitasat két tovabbi mddszerrel is
vizsgaltuk. A klorofill kioldds és a Toluidin Kék festddés vizsgalatok eredményei
megerdsitették a kutikula jobb arjarhatdésagat. A TaSHNI1 tultermeld ndévények
vizgazdalkodasdnak jellemzése céljabol azok szarazsagtlirését is megvizsgaltuk.
Eredményeink szerint a transzgénikus novények nem lettek ellenillobbak a vizhidnnyal
szemben €s egy hosszabb szaritasi periddus utani Gjradntozést kovetden sem mutattak jobb
eredményt a vad tipusnal. Yang et al (2011) feltételezik, hogy a ludfu sajat WIN/SHN
génjeinek taltermelésekor fellépd fokozott szarazsagtiirést a sztomastriiség fellépd
csokkenése okozhatja. A buza TaSHNI kifejezésekor a ladfi sztomaszdm kismértéki
csokkenését tapasztaltuk (Jager et al 2014b), ami nem mond ellent a fenti hipotézisnek.
Osszességében olyan biiza szekvenciat azonositottunk (TaSHNI), amely feltételezhetden egy
helyén. A TaeSHNI gén Iudfiiben kifejezve képes volt a levél kutikula képzddését
befolyasolni. Ez a gén tehat a ladfii WIN/SHN gének ortologjaként nagy valdsziniiséggel

részt vesz a buza levél kutikula kialakulasanak szabalyozasaban az egyedfejlodés soran.
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4. AZ EREDMENYEK HASZNOSITHATOSAGA

A kutatasok tobb, a kertészeti biotechnologia és agrartudomanyok szempontjabol
hasznosithatd eredményre vezettek. Az izolalt chp20 mutans szdrazsagtiird fenotipusa
funkcidvesztéses mutacid eredménye. gy lehetdség van haszonnévények mutagenizalt
populaciojabdl pl TILLING eljarassal, célzottan, nem transzgénikus muténs kivéalasztasara,
ami az esetleges GMO mentes mezdgazdasagi hasznositas lehetdségét is nyitva hagyja. Bar a
vizsgalt két Solanaceae fajban (paradicsom, burgonya) a CBP20 homologok csendesitése nem
vezetett szdrazsagtiirés kialakuldsahoz, mas haszonnévényekben erre lehet még esély (Papp et
al 2003a). Az alma és buza ndvényekre vonatkoz6 tovabbi kutatdsi eredményeink kozil is
tobb alkalmazhatdo a gyakorlatban. A kutikula, illetve viasz képzddésben fontos gének
meghatarozasa a bélyegekhez kapcsolodd genetikai markerek kifejlesztésére ad lehetséget.
Ezek a késobbiekben nemesitési programokban lesznek haszndlhatok pl marker asszisztalt
szelekcio alapjait képezhetik. Alma esetében ez kiilonosen nagy eldnyt jelent majd, hiszen a
gyimdlcson megjelend tulajdonsagok egy keresztezés esetén itt csak évek mulva valnak
vizsgéalhatova. Buzaban a kutikula fejlddéséért felelds szabalyoz6 gén azonositdsa szintén egy
jelolt gént mutat meg, amely egy lehetséges faktorként vehetd szamitasba a szarazsagtiird
genotipusok nemesitésében. A gabonafélék koziil arpdban mar folynak erdfeszitések a
kutikula képzddéssel kapcsolatos gének genetikai térképre helyezése céljabol (Li et al 2013).
A buza szarazsagtiirésre nemesitésében egy eddig kevéssé vizsgalt paraméterként a levél
kutikula matrix vastagsag figyelembe vétele javasolhatd. Nemesitési vonalak jellemzésére
alkalmas tovabbi modszerként értékeljiik az ABA érzékenységet becsld gyokér novekedési
gatlas tesztet, amely csirandvényeken végezhetd, gyors, valamint kevéssé eszkoz ¢és
anyagigényes. A vékony kutikula és a csirandvények ABA érzéketlensége a gyenge
stressztlirést valosziniisité indikatorok. Az itt bemutatott bélyegek és kisérleti modszerek
segitségével a szdrazsagtiirés komplex fenotipusdnak természetesen csak egy-egy
meghatarozojara nézve nyertiink informaciot, abban jonéhany tovabbi faktor szerepe biztosan

megjosolhato.
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5. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. A dohany 271/H2 transzkripcios géncsendesitési rendszerben a promoter homologian
alapuld géncsendesités a csendesitett promdter meiotikusan 6rokolhetd DNS metilacidjaval

jart egyiitt, amely els6sorban CG ¢és CNG kontextusu citozin bazisokat érintett.

2. A transzkripcids géncsendesitést kivaltani képes H2 dohany lokusz szerkezete erdsen
komplexnek bizonyult, tobb, egyes esetekben toredékes promdter szekvenciat és prokariota,

nem T-DNS eredetl szakaszokat tartalmazott.

3. Az Arabidopsis MIR159 miRNS processzalasanak legalabb egyes Iépései a sejtmagban
zajlanak. A TGS siRNS-eket szekvencia jellemzdik alapjan a DCLI1-t6] eltérd enzim
processzalhatta. A DCL1 fehérje sejtmagi lokalizacidju, és nem sziikséges a TGS

folyamataihoz.

4. Pleiotrop morfologiai bélyegek alapjan T-DNS mutagenizalt ladfi populacidbol
megvaltozott stressztlirésii mutansokat izolaltunk. Ezek koziil részletesen jellemeztiink egy 1j,
ABA tulérzékeny, szarazsagtiird, viztakarékos mutanst (cap binding protein 20). A cbp20
mutans genetikai 1ézidjat az RNS szabalyozas egyik kulcsfontossdgii komplexén, a magi cap

koté komplexen beliil a Cap binding protein 20 génre lokalizaltuk.

5. Megallapitottuk, hogy a cbp20 mutans bdérszovete a vad tipustol eltérdéen fejlodik. A
kiilonbségek kozott kutikula vastagodast taldltunk, ami egyiitt jart a rezidualis parologtatés

csokkenésével.

6. A cbp20 és egy tovabbi ABA tulérzékeny, viztakarékos I0dfli mutans (eral) esetében is
kimutattuk, hogy a csokkentett parologtatassal jar6 szarazsagtiird fenotipus fokozottabban
parologatd novények szomszédsagaban, azokkal vizért vald versengés esetén nem jelenik

meg.

7. A cbp20 mutans csokkentett gazcseréje jO vizellatas mellett a fotoszintetikus aktivitast nem

befolyésolta, a fotoszintézis limitacidja nem jelentkezett.

8. Az Arabidopsis modellrendszer alapjan az alma genombol olyan géneket szelektaltunk,
amelyek mikodése feltehetden a kutikula képzddéséhez kapcsolodik. A kivalasztott
szekvenciak koziil tobbnek a kifejez6dését dontden a gyiimdleshéjra jellemzonek talaltuk. Igy
olyan jelolt géneket azonositottunk, amelyeknek valosziniisithetd a szerepe az alma gytimdlcs

kutikula képzddésében.
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9. Négy buzafajta vizsgalata alapjan kiilonbségeket mutattunk ki eltérd széarazsagtiirési
genotipusok levél epidermiszének kutikula vastagsaga kozott. A buza zdszlds leveleinek
kutikuldja, a ladfii modellnovénnyel ellentétben, szarazsagstressz hatdsara nem vastagodott
meg. A ’Cappelle Desprez’ buzafajta esetében a levél vékony kutikuldja szarazsagstressz

érzékenységgel jart egyiitt.

10. Ludfii modellnovény rendszerbdl szarmazd informaciok alapjan kivalasztottuk a buza
TaeSHNI gént, amelynek expressziojat a buzalevélben specifikusan a még hiivellyel takart,
alapi részben mutattuk ki. A gén ludfiiben torténd kifejezésével a kutikularéteg taltermelését,
¢s eddig még nem leirt strukturdlis valtozasat idéztik el6. A kutikula rétegelt
ultrastruktirijanak megzavardsa a permeabilitds ndvekedésével jart egyiitt. Osszességében
kifejez6dési mintazata ¢és a transzgénikus ludfli fenotipusa alapjan funkcionalisan
azonositottuk a TaeSHNI gént, mint a kutikula képzddését befolydsold bluza transzkripcids
faktort. Eredményeink alapjan feltételezhetd, hogy a WIN/SHN génekhez kothetd funkciokat

buzaban egy a TaeSHNI-hez nagy hasonlosagot mutatd géncsalad latja el.
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