Valaszok Dr Szabados Laszl6 biralatara

K6szondm doktori dolgozatom alapos és szakért6 birdlatat, valamint a feltett kérdéseket. A valaszom
elsd, attekintést tartalmazo része az el6addsomban is elhangzik.

Melyek azok a teriiletek, ahol a géncsendesités mechanizmusdnak, szabdlyozdsdnak kordbbi és
mostani modellje eltér illetve egyezik.

Az 1990-es évek végéig elterjedt nézet az volt, hogy a poszt-transzkripcids géncsendesités (PTGS) RNS
szinten zajlik, mig a transzkripcids géncsendesitésben (TGS) RNS részvételét kevesen feltételezték. A
TGS jelenséget legtobben a kdlcsénhatd homoldg lokuszok fizikai kapcsolddasaval magyardztak, de
ektopikus DNS/DNS pérosodas a PTGS modellekben is megjelent (pl Baulcombe and English 1996;
Grant 1999; Matzke and Matzke 1990). Feltételezték, hogy szomatikus sejtekben, interfazisban a
kromatin dekondenzacié mellett DNS/DNS homoldgia keresési mechanizmus mdkédik. Ezt a
Neurospora crassa penészgombaban m(ikodé RIP rendszer analdgidja alapjan képzelték el (Meyer
1996). A homoldg DNS szakaszok hibrid DNS strukturakat hoznanak létre, ami a DNS illetve kromatin
mddositd enzimek mulkodésével metilalt DNS és repressziv kromatin szerkezet kialakuldsat
eredményezheti (TGS), vagy ,aberrans RNS” atirasat indukdlja (PTGS). ,Aberrans RNS”-ként a
sejtmagon beliil nem a megfelel6 kompartmentben, nem a jellemz6 szekvencia kontextusban, vagy pl
tulzott mennyiségben képz6d6 mRNS-eket értettek. A nagy mennyiségben termelddd, és/vagy nem
szabdlyos szerkezetl mRNS templatja lehet egy RNS fiigg6 RNS polimerdznak, ami antiszensz RNS
szalat készit. Ugy gondoltak, hogy antiszensz RNS szarmazhat a természetes atirdssal ellentétes
irdanyd promoéter mikodésébdl is. Az antiszensz RNS vagy a sejtmagban, vagy a citoplazmaban a
szensz mRNS szalhoz kapcsolddva annak lebomldsat okozza, vagy gatolja m(ikodését (pl leolvasasat).
A szensz-antiszensz RNS duplex l|étrejottét azonban direkt médon nem tudtak kimutatni PTGS
csendesitett rendszerekben. Egy tovabbi korai hipotézis az volt, hogy a génkifejez6dés gatlasa
vetélkedés eredménye valamilyen nem diffuzibilis, limitald faktorért. llyen faktorként pl a sejtmagi
matrix elemeit, illetve a transzlacidért vagy transzkripcidért felel6s komponenseket feltételezték. Az
1. abra egy korabeli modellt mutat be az inaktivalt epigenetikus allapot tovabbadasarol (TGS) illetve a
csendesitett gén mRNS-ének lebontasardl (PTGS). A modell hibrid DNS/DNS parosodason, és a
homoldg szekvencidk sejtmagi matrixhoz valé kapcsoléddsan alapul.
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1. dbra Transz-inaktivacié (1: TGS) és ko-szupresszid (2:PTGS) feltételezett mechanizmusai (Flavell
1994).

A korai elképzelések egyes elemei a mai géncsendesitési modellekben is megmaradtak. Illyen pl az
RNS fligg6 RNS polimerdz részvétele, a dsRNS, DNS metilacié és repressziv kromatin szerkezet
jelent&sége egyes folyamatokban. A géncsendesités mechanizmusairdl alkotott képiink a kis RNS-ek
szabalyozd szerepének felismerésével azonban gyokeresen megvéltozott (Hamilton and Baulcombe
1999). A mai modellek sokkal pontosabb és részletesebb magyarazatat adjak a géncsendesités
jelenségeinek. Mostani tudasunkkal elmondhatjuk, hogy a kdlcsonhatéd lokuszok kordabban
feltételezett DNS szintl kapcsoléddsa nem bizonyithatd. ,Aberrans RNS”-ek pedig részt vesznek
egyes csendesitési folyamatokban, ezek azonban nem hibrid DNS templatrdl keletkeznek. A kordbban
feltételezettekkel ellentétben mar tudjuk, hogy a TGS folyamata is RNS szabdlyozas alatt all. A nem
kddold, dontéen kisRNS-ek révén torténd, ma ismert szertedgazd génszabalyozasi lehet&ségeket
Martinez de Alba és mtsai foglaltak 6ssze (2. abra).
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2. dbra miRNS (a) és siRNS (b-e) tipusok képz&désének és miikodésének Gsszefoglalasa (Martinez de
Alba et al 2013).

A dolgozatom részét képezdé eredmények tobb ponton is kapcsolddnak a micro (mi)RNS-ek
képzéséhez [a) abrarész]. Az miRNS-eket kodold MIR génekrdl primary miRNS-ek (pri miRNS-ek)
irodnak at. A gének forditottan ismétl6d6 szakaszai atirds utan hajtl strukturat vesznek fel. A pri-
mMiRNS-ek érését, példaul az intronok kivagddasat, a magi cap koté komplex (Cap Binding Protein 20
és 80) valamint egy komplex részeként szdmos tovabbi kapcsolédo fehérje segiti. A képz6d6 RNS
prekurzort a DCL1 (DICER like 1) RNaz processzalja 21 nukleotid hosszi miRNS duplexekké. Ezek a 3’
végikon metildlodnak (HEN1 metil transzferdz éltal), ami stabilizalja 6ket, majd a citoplazmaba
szallitédnak. Ott a duplex egyik szdla AGO fehérjéhez kapcsoldédva RISC komplexbe épiil, ami azt a
komplementer cél mRNS-hez kapcsolja. Ez vagy az mRNS hasitdsat, vagy transzlaciéjanak gatldsat
eredményezi.

A dolgozatomban nem vizsgalt ta-siRNS, nat-siRNS és endolR-siRNS szabalyozasi utvonalakat [b-d)
abrarészek] itt nem részletezem. A heterokromatikus siRNS-ek képzését az e) dbrarész mutatja be.
Ezek mai tudasunk szerint részt vesznek a TGS folyamataban dont6 jelent&ségli metilacids



mintdzatok kialakitdsaban. Ennek a folyamatnak a részletesebb attekintését Matzke és Mosher
(2014) alapjan mutatom be (3. abra).
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3. dbra RNS fliggé DNS metilacié (RADM) modell, amely tartalmazza a DNS és hiszton metilacid
kialakuldsanak és fenntartasanak lépéseit a kolcsonhatd lokuszok, képzddd siRNS-ek és fehérje
faktorok részvételével (Matzke and Mosher 2014).

A modell mikodése leegyszerdsitve: a csendesitd lokuszrdl Pol IV RNS polimeraz révén atirédé RNS
szalbol dsRNS (RDR2), majd DCL3 hasitassal 24 nt siRNS-ek képz6dnek, amik egy AGO4-t tartalmazé
fehérje komplex részeként a hozzdjuk komplementer szekvencidju naszcens, scaffold RNS-ekhez
kapcsolddnak. Ezek a Pol V polimerdz termékei, amik kijel6lik a cél lokuszt, ahol a fehérje komplex
serkenti a DNS és hiszton metildciét. A Pol IV és Pol V polimerdzok ugyanazon a szekvencidn is
m(ikédhetnek. Tébb RADM cél szekvencia esetében is kimutattdk a hiszton deacetilacid jelent&ségét,
valamint egyéb, repressziv médosulasokat a kromatin szerkezetben. A modell érdekessége, hogy
mUkodése pozitiv visszacsatoldsi lehet6ségeket tartalmaz, azaz a mar maédositott (metildlt) DNS és
hisztonok tovabbi metilaciét idéznek el6 (DRM2). A SUVH2,9 fehérjék példaul a Pol V komplex
kapcsolodasat segitik mar metildlt DNS-hez. A hisztonokon tortént moddositasok jelentGségét
mutatjak Okano és mtsai (2008) eredményei, akik rizs gének és transzgének promadtereit probaltak
siRNS Utjan csendesiteni. Ennek soran azt taldltdk, hogy a DNS metilacidja mellett a TGS-hez a
heterokromatikus hiszton mddosuldsok megjelenésére is sziikség volt.
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Vannak-e olyan teriiletek, ahol az ujabb ismeretek fényében alapvetéen ujra kellett gondolni az
kordabbi adatok értelmezését?

A bemutatott modellek szerint is a géncsendesités mechanizmusdrdl, szabdlyozasardl alkotott
korabbi (1990-1999) és mostani elképzelésiink szdmos ponton eltér. Az Uj ismeretek alapjan a
kisérleti eredményeink egy részét ma mdar masként, vagy mas hangsulyokkal értelmezziik.
Feltételeztiik, hogy a megfigyelt DNS metilacid ok-okozati 6sszefliggésben all a TGS jelenségével. Ma
mar tudjuk, hogy a DNS metildcié nem elégséges feltétele a csendesitésnek, ahhoz hiszton
madositasok is dontéen hozzajarulnak. A megfigyelt metildciés mintdzatban a szimmetrikus helyzet(
citozinok domindltak. Ismertté valt azonban, hogy a RdDM elsédleges folyamataiban minden
helyzetben metildlédnak citozinok, de novo metilacié hidnyaban azonban a fenntarté metilazok ezek
kozil csak a szimmetrikus helyzetlieket tartjdk meg. A TGS-ben résztvevé T-DNS-ek integracids
helyeinek elemzésekor (Eduardo Moscone FISH kisérletei nyoman) a H2, K81, 271 lokuszok rendre a
dohany T1, T2 és T3 kromoszémainak hosszu karjain voltak elhelyezhet6k. Ez alapjan feltételeztiik,
hogy a kolcsonhatd transzgének hasonld kromoszomalis pozicidja a feltételezett interfazisos
DNS/DNS pérosodast konnyitheti meg. A hibrid DNS tedria elvetésével ez a feltevés nem bizonyult
fenntarthatonak.

A mai ismereteink alapjan hogyan lehet magyardzni a CBC complex (illetve az RNS kété fehérjék)
szerepét az abszcizinsav jeldtvitel mdédositdsdban, és ezen tul a szdrazsdgtiirés szabdlyozdsdban,
mi lehet a legvalésziniibb mechanizmus?

Az nCBC komplex m(ikbdése a szdrazsagtliréshez vezetd valaszok szabalyozasaban maig sincs teljesen
feltarva. Jelenlegi ismereteink 6sszhangban vannak azzal a feltételezéssel, hogy a komplex az
abszcizinsav jelatvitel altal befolyasolt médon az RNS processzadlé mechanizmus részeként jarul hozza
a szarazsagtlirés Osszetett fenotipusahoz. Az nCBC komplext6l a valaszokig vezetd feltételezett
molekuldris mechanizmusokat Silhavy Daniel 3., 4. és 5. kérdéseire adott vdlaszaimban is érintem. A



cbp80/abhl mutans zardsejtjeiben a kalcium szint emelkedés és a résztvevd ioncsatornak ABA
valaszai fokozottak voltak, endogén vagy exogén ABA hatdsdra a sztdmak gyorsabb zarddasat
mutattdk ki (Hugouvieux et al 2002). A cbp20 mutdns dolgozatomban bemutatott bdrszéveti
fenotipusa szintén kapcsolhaté az ABA hatdsdhoz. A paradicsom sitiens mutdnsdban és ludf(iben
példaul az ABA a kutikula fejl6dését és atjarhatdsagat alapvet6en méddositotta (Curvers et al 2010;
Kosma et al 2009). Az nCBC-t kovetd jelatviteli Iépésekben illetve a célgének kifejez6désének
maddositasaban szerepelhet az atirds szintjének valtozasa, alternativ splicing, a transzkriptumok
mMiRNS (siRNS) dltali szabalyozasa, valamint egyéb, még csak részben ismert génregulaciés maédok (pl
lincRNS-eken keresztil). A kevés olyan gén kozil, amelyek atirasi szintje a cbp80/abhl muténsban
valtozott (Hugouvieux et al 2001), az AtPP2CA tultermelése részlegesen menteni tudta a mutans ABA
tulérzékeny fenotipusat (Kuhn et al 2006). Ez arra utal, hogy ez a gén szerepel az ABA nCBC altal
kozvetitett jelatviteli atjaban. Tébb miRNS (pl. miR156, miR159, miR167, miR319) érett formajanak
mennyisége a cbp és serrate mutdnsokban lecsokkent, a pri-miRNS szinteket pedig gyakran
magasabbnak taldltdk. Egyes esetekben (pl miR159a, miR162a, miR166b, miR168a, miR172b) ko-
immunprecipitacioval direkt médon is bizonyitani lehetett az miRNS prekurzorok valamelyik nCBC
fehérjéhez torténd kapcsolodasat (Kim et al 2008). Ez meggy6zGen bizonyitja az nCBC komplex
szerepét az miRNS-ek érésében. Ugyanebben a munkaban azt taladltak, hogy az ABA hormon direkt
madon noveli a ludfl CBP20 és CBP80 fehérjék stabilitadsat, azok mennyiségét tehat poszttranszlacids
Uton szabalyozza. Az abszcizinsavtél az nCBC komplexen at haladd jelatvitel egyes tovabbi [épéseit
vizsgdlva Kim és munkatarsai (2008) kimutattak, hogy az ABA hatasara egyébként indukalédé miR159
szintje a cbp80/abhl mutansban nem nétt meg, ami egybevdg az nCBC komplex feltételezett
funkcidjaval. A miR159 (egyik) célgénje az ABA valaszokat pozitivan szabdlyoz6 MYB33, amelynek
MRNS szintje a mutdnsokban megnd. Ez elsd latasra ellentmonddsnak tdnik, ha az nCBC komplex
m(ikodését az ABA stimulalja. A jelenség magyardzata lehet, hogy a jelatvitelnek ez az dga csirazas
sordn az ABA vdlasz lecsengését segiti, a hormon homeosztdzis és a megindulé novekedés
érdekében. Feltételezik, hogy a MYB33 (és MYB101) célgének allhatnak a ludfii nCBC mutansok
csirdzaskori ABA tulérzékenységének hatterében. Fontosnak tartom ugyanakkor megjegyezni, hogy a
serrate mutansban (amely nem szdrazsagt(ir6) a miR159 mennyisége alacsonyabb a cbp
mutansokénal, igy mar csak ezért sem valészinli, hogy ez a microRNS tipus az nCBC mutansok
szarazsagtlré fenotipusanak magyardzataul is szolgdlhatna. Az nCBC mutansokban megvaltozott
kifejez6déslii miRNS-ek kozil tobb olyat taldlunk, ami érintett lehet a novényi vizhidnyos stressz
vdlaszban (Covarrubias and Reyes 2010, Table 1). Ezek cél génjei valtozatos mdédon kapcsolhatok a
stressz vdlaszokhoz, hatdsukkal azonban a mutdns fenotipus egyszerli médon nem magyardzhato.
Lehetséges természetesen, hogy a vizsgdlatokhoz hasznalt mddszerekkel egyenl6re nem kimutatott,
vagy még ismeretlen funkciéju miRNS-ek adnak majd ilyen magyarazatot. Ugyanakkor a ludf(iben
bizonyitottan kifejez6dé 2708 lincRNS jelent6s részének (956-nak) expresszidja valtozik a cbp
mutansokban (Liu et al 2012). Ismert tovabba, hogy a lincRNS-ek egy jelent6s része stressz (pl
szarazsag) szabalyozott (Di et al 2014). Biztosak lehetiink benne tehat, hogy a jov6ben az nCBC
komplex mikddési mechanizmusdnak Gjabb oldalait ismerhetjik még meg.
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A szdrazsdgtlirés mellett a CBC complex befolydsolja-e mdsféle kérnyezeti stresszhatdsokkal
(hideg, meleg, so, fény, nehéz fém, stb.) szembeni ellendlléképességet?

A kozelmultban Kong és munkatarsai (2014) kdzoltek adatokat a magi cap koté fehérjék szerepérdl a
ladfii sotlirésében. A cbp20, cbp80, de kiilondsen a cbp20 cbp80 kettds mutdnsok sotlirését a vad
tipusndl gyengébbnek taldltdk. A vizsgalatokat proteomikai megkdzelitéssel egészitették ki, amik
eredményei az nCBC komplex mikddésének legkevésbé ismert szintjére, az effektor komponensekre
vildgitanak ra. Eredményeik szerint a mutansok és a vad tipusu ladf(i proteome-ja stressz mentes
koriilmények kozott 40, sé kezelés hatdsara 77 fehérje esetében kiilonbozott. Az igy azonositott
proteinek kozill toébb ismert szerepd illetve jellemz&en annotalt fehérje sokrétl funkcidt Iathat el: pl.
auxin jelatvitel, epigenetikus kromatin és hiszton moddositasok, RNS szintézis, sumoylacié és
ubiquitinacié, alap és energia-metabolizmus, sejtosztédas, hormon és stresszvdlaszok, fehérje
foszforillacio-defoszforillacio. A fehérje szintl valtozasok tobb esetben megfeleltethet6k voltak az
mRNS-eken kimutatott alternativ splicing folyamatokkal. Stressz mentes allapotban és sé stressz
hatdsa alatt is megfigyelték példaul, hogy egy GST enzim szintje alacsonyabb, mig alternativ splicing-
ja erdsebb volt a mutansokban. A mutdnsokban a vad tipushoz képest a prolin szint séstressz mellett
kisebb emelkedést mutatott, mig a bioszintézisében részt vevé P5CS1 [A (1)-Pyrroline-5-Carboxylate



Synthetase 1] gén korrekt transzkriptum szintje nem, csak alternativ splice varidnsainak mennyisége
emelkedett meg. A proteome adatokbdl kiindulva kisérletesen igazoltdak, hogy a mutansokban
sostressz hatdsdra a fehérjék sumoyldcidja és ubiquitindcidja kisebb mértékd volt, mint a vad
tipusban. Mindezen adatok alapjan a sétliréshez vezet6 biokémiai és élettani valaszok kialakuldsaban
az nCBC komplex kulcsszerepet jatszik.
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Nem arrdl van sz6, hogy mivel a vegyes liltetéses kisérlet cserépben tortént, a rendelkezésre dllo,
korldatozott féldmennyiséget a gyorsabban pdrologtato névények gyorsabban szdritottdk ki, ezért a
viztakarékos mutdnsok el6nye nem tudott megnyilvdanulni? Ebben az esetben viszont elképzelhetd,
hogy szantdéféldén, ahol nem sziik, korldtozott viztartalmu cserépben nevelt névényekrél és ezen
kiviil monokultardrdl van sz6, egy hasonlo stratégidval rendelkez6 mutdns, fajta felmutathat
bizonyos szdrazsdgtiirést, hisz a csékkentett pdrologtatds, vizfelhaszndlds segitheti a névények
tulélését.

Egyetértek a Biralé megjegyzésével. Egy viztakarékos faj/fajta szantofoldi kornyezetben, monokultira
esetén véleményem szerint is felmutathat akar jelent6s mérték{ szdrazsagtlirést. A megfigyelt
jelenség pl a gyomosodas egyik élettani hatdsat mutathatja, illetve olyan tarsulasok, vagy polikulturds
termesztési rendszerek esetében van jelent6sége, ahol tébb, kiilonbozé vizfelhaszndlasi stratégiaju
faj fejlédik egymas mellett (Id pl. Fotelli et al 2001). Ahhoz, hogy a leirt kélcsonhatas létrej6jjon
atfedd gyokérzetre van sziikség, ami szomszédos novények kozott példaul fas tarsuldsokban vagy
mas esetekben is a termesztés soran gyakran teljesiil. A szantofoldon rendelkezésre all6 talajviz
készlet legtobbszor korlatozott. Kisérleti Osszedllitdsunk nyilvan sarkitja ezt a korlatot, amivel a
verseng6 novények kozotti kdlcsonhatast markans médon tudtuk kimutatni. Ez nyilvan csak egy
szempontbdl és tulzé mdédon modellezi a szantofoldon is megjelend Osszefliggéseket, ahogyan azt
egy masik Birdlom kérdésére valaszolva is kifejtem.
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Van-e kisérletes adat a vizsgdlt mutdnsok vagy hasonlé stratégidval rendelkez6 névények
szdntoféldi eredményeirél?

A vizsgdlt mutdnsokhoz hasonld, transzgénikus mdédon létrehozott burgonya vonal esetében van
irodalmi utalds szantéfoldi kisérletekre, erre egy kovetkezd kérdésre adott valaszban térek majd ki. A
viztakarékos cbp mutdnsok szarazsagtlirése visszafogott gdzcseréjikon alapul. A novények



szarazsagtlrési stratégidja alapulhat a parologtatds csdokkentésén, ami tobbek kdzott intenziv sztéma
szabalyozassal térténhet (izohidrikus névények). A masik véglet a vizpazarlé (anizohidrikus) stratégia,
amely a gdzcsere nyildsok zardsat korlatozottabban hasznalja, a novény vizpotencidljat vizhiany
esetén csokkenni engedi. A novények tobbsége a két véglet kozotti valaszokat mutat, az nCBC
mutacidk a viselkedést izohidrikus irdnyba toltdk el. Tobb fajon belll is a fajtdk, genotipusok
viselkedése jelentdsen eltérhet. J6I dokumentaltak példaul a sz6l6 fajtdk ilyen kilénbségei (pl
Hochberg et al 2013), de példaul nyarfa (Almeida-Rodriguez et al 2010) illetve buza esetén is jelentds
eltéréseket talaltak (Schoppach and Sadok 2012; Gallé et al 2013). Az eltér6 stratégidk
eredményessége tobb tényez6tsl fiigg. Altaldnosan elfogadott, hogy mérsékelt vizhidny esetén az
anizohidrikus stratégia eredményesebb, mig erds szarazsaghan az izohidrikus névények teljesitenek
jobban. Ennek oka az, hogy az anizohidrikus viselkedés soran a sztomak tokéletlen/késébbi zarddasa
mellett a fotoszintetikus aktivitast tovabb fent tudja tartani a névény, bar vizpotencialja e kdzben
csokken. Fotoasszimildtumokra valé fokozott igény esetén, példdul virdgzaskor, terméskotéskor,
terméssel erdsen terhelt allapotban a névények novelik az anizohidrikus viselkedés aranyat — késébb
zarjak a gazcserenyildsokat. Ezért vizigénylk nd, vizhiany esetén a vizpotencidl csokkenés veszélye
fokozott, a vizhidnyra érzékenyebbé valnak (Sadras and Trentacoste 2011).
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oA

Milyen mértékii volt az elédllitott paradicsom illetve burgonya vonalak CBP20 valamint CBP80
génjeinek csendesitése? Milyen modszerekkel mérték a kapott vonalak szdrazsdgtiirését?
Elképzelheté-e, hogy egy alacsony transzkript szint elegendé a CBC aktivitdsanak fenntartdsdhoz,
és emiatt nem kaptak az Arabidopsis mutdnsokhoz hasonlé eredményt?

Dolgozatom eredményeinek megvitatdsa sordn néhany mondatban emlitettem a paradicsom CBP20
génjének csendesitésére tett kisérletiinket. Erre vonatkozd tételt dolgozatom ,Uj tudomdnyos
eredményei” azonban nem tartalmaznak. Kérem, Birdldm vegye itt figyelembe valaszomat Silhavy
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Daniel hasonld kérdésére. Burgonya transzformacids kisérlet, illetve a CBP80 gén csendesitésére
iranyuléd munka a dolgozatomban nem szerepel.

Mds laboratoriumok tudtdk-e bizonyitani a CBC komplexel kapcsolatos genetikai modositdsok
hasznosithatdsdgdt? A modellnévényeken kapott, a CBC-vel kapcsolatos ismeretek alapjan milyen
stratégidval, modszerrel lehetne a haszon névények szdrazsdgtiirését javitani?

Pieczynski és munkatarsai (2013) kozoltek eredményeket burgonya CBP80 gén csendesitési
kisérletlikrél. A gént mesterséges miRNS-t termeld transzgén segitségével csendesiteni tudtak. Ez a
beavatkozas a transzformalt burgonya vonalak szdrazsagstressz tolerancidjat javitani volt képes (4.
abra). A csendesités a ludfi nCBC mutans fenotipushoz hasonld viéltozdsokat idézett el6 a
transzgénikus burgonya noévény levélsz6rozottségét, sztdma s(ir(iségét és azok ABA érzékenységét,
valamint a kutikula strukturajat tekintve. A vizsgdlatok sordn a CBP80 csendesitett burgonya levél
kutikuldjat kompaktabbnak taldltdk, és az a vad tipussal ellentétben mikrocsatornakat nem
tartalmazott (5. abra).

Days of drought - 0
Days of drought - 11

9 h after rewatering

(b)

Days of drought - 25
25 days of drought and

RWC (%)

0 7th 11th 2th 2h 3days

Days of drought Time after rewatering
4. dbra Vad tipusu és CBP80 csendesitett 5. dbra Vad tipusu (a) és CBP80 csendesitett
burgonya vonal fenotipusa (a) és RWC értékei (b) burgonya levél adaxidlis felszinének TEM
(b) szaritas és Gjradntozés soran (Pieczynski et felvételei (Pieczynski et al 2012, Figure 5). ¢ —
al 2012, Figure 2). kutikula, cw — sejtfal, nyilak — mikrocsatornak

a kutikulaban, vonal: 100 nm

A kisérlet bizonyitotta, hogy legalabbis ebben a haszonndvényben a CBP80 funkcid kiesése képes volt
az ABA jelatvitel mddositdsa mellett a szdrazsagt(lirést is megnovelni.
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Hogy a mai nemesitési gyakorlatban kozvetlenil alkalmazhaté nCBC mutdns vonalakat kapjunk, a
fenti kisérletekben alkalmazott transzgenezis helyett mas biotechnoldgiai stratégiat kellene
alkalmazni. Mivel az elérni kivant tulajdonsag egy gén funkcidjanak elvesztésével jon létre, ez idegen
DNS beépitése nélkll is megvaldsithatd. Az erre alkalmas moddszereket illetve biotechnoldgiai
eljdrasokat egy késébbi kérdésre adott valaszban ismertetem.

Az nCBC mutdnsok ismert tulajdonsagait figyelembe véve, az igy elGallitott mutdnsok stressz
toleranciajat (példaul sétlirését) kiemelten vizsgalni kell majd.

Hivatkozas:
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(2013) Down-regulation of CBP80 gene expression as a strategy to engineer a drought-tolerant
potato. Plant Biotechnol J. 11(4):459-69.

A dolgozat megirdsa, beaddsa ota eltelt idészakban sziilettek-e olyan el6zetes eredmények,

amelyek alapjdan valdsziniisitheté, hogy az Arabidopsis rendszer alkalmas lesz az alma kutikula
gének funkciondlis analizisére?

A dolgozatban emlitett, alma MdLACERATA1 transzgént tultermel6 ludfl vonalak el6zetes vizsgdlatai
soran a kutikula permeabilitasaban illetve sotét adaptalt vizvesztésében nem taldltunk a vad tipustol
valo eltérést. Tovabbi kisérletekben a kutikula ultrastruktirajat tervezzik &sszehasonlitani a vad
tipussal transzmisszidés elektron mikroszkop (TEM) segitségével. A SALK mutdns gyljteménybdl
beszereztiink egy, a ludfl Lacerata gént érinté T-DNS knock-out vonalat kés6bbi komplementacids
kisérletek céljdra. Az MdLCR1 és TaSHN1 tultermel6 vonalak keresztezésével létre kivanunk hozni
tovdbba kettds transzgénikus névényeket, amelyek kutikularis fenotipusa szerencsés esetben utalhat
az MdLCR1 gén funkcidjara.

Az Arabidopsis rendszer alkalmassagat mas fajbdl szarmazé kutikula gének funkcionalis vizsgalataira
szamos esetben bizonyitottdk. A moddszer a haszonnovények génjeinek jellemzésében mara
rutinszerlinek mondhaté. Csak két friss példat emlitek erre: Declercq és munkatarsai (2014) két
cseresznye (PalLACS2, PaATT1), Wang és munkatdrsai (2015) egy uborka (WAX2) kutikula képz6déssel
kapcsolatos gén jellemzésére hasznaltak ludf(i heteroldg expresszidt.

Hivatkozasok:
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Az irodalmi adatok, esetleg sajat megfigyelések alapjan meg lehet-e hatdrozni, el lehet-e
kiiléniteni olyan névény rendszertani csoportokat, amelyeknél a kutikula szerepe meghatdrozo a
stressztlirés szempontjabol?

Nem latok Osszefliggést a kutikula stressztlirésben betoltott meghatarozd szerepe és rendszertani
kategdriak kozott, az inkabb a tolerancia mechanizmusokkal fiigghet 6ssze. Ugy gondolom, hogy a
szarazsagtlrésben a vizhidnyra dinamikusan reagdld, a gdazcserenyildsokat gyorsan zardé fajokban,
fajtakban lehet fontos a kutikula vizatereszté képessége. Ezen belil is ott lehet jelentés a viasz
képz6dés szerepe a viz visszatartasban, ahol a kutikula egyébként kevésbé fejlett, permedbilisabb.
Mds esetekben a termel6dé viaszok f6 funkcidja a beesd napsugdrzas szétszérdsa, ezdltal a névény
tulzott felmelegedésének elkeriilése. Relaxdlt sztéma vdlasz esetén a perisztdmas pdrologtatas
jelent&sége kisebb, a fényvisszaverd funkcié még inkdbb elétérbe kerdil.

A vizsgdlatok sordn klénoztdk és jellemezték a buza TaeSHN1 génjét, ami nagyfoku hasonlésdgot
mutat az Arabidopsis kutikuldjanak kialakuldsdt szabdlyozé WIN/SHN transzkripciés faktorokhoz.
A gén expressziojanak vizsgdlatakor kiemelik, hogy csak a virdgzatban taldltak transzkriptet (81.
oldal), ugyanakkor a 44. abra arrol tantskodik, hogy a 3. levél hiively dltal takart régioban is van
gén kifejezédeés. Ez az ellentmondds némi magyardzatra szorul.

A szervenkénti génkifejez6dés vizsgdlatanal a levél mintat (az ilyenkor szokdsos maédon) a zaszléslevél
levéllemez kozépi régidbdl vettiik. Ez megfelel6 volt a gén NCBI adatbazisban szerepld EST profiljaval
vald 0Osszehasonlitdshoz, ahol az RNS mintdk szintén nagy valdszinlséggel a levéllemeznek
ugyanebbdl a régidjabodl szarmaztak. Az igy végzett, szervenkénti RNS profil 6sszehasonlitds a gén
ortoldg funkcidjat valdszindsitette. A késGbbiekben, amikor a funkcidhoz kapcsoléddan finomabb
felbontasban is szerettlink volna génexpressziés adatokat nyerni, mar nemcsak a levéllemez
kozepérdl, hanem a levélhiivellyel takart régiobdl is tisztitottunk RNS-t.

A TaeSHN1 tultermel6 transzgenikus névények vizvesztése nagyobb volt mint a vadtipusu
Arabidopsis vonalaké, ami pont ellentétes az Arabidopsis sajat WIN/SHN1 génjének
tultermeltetése sordn kapott eredményekkel.

Mind a buza ortoldg, mind a ludfl sajat WIN/SHN1 gének novelték a levelek sotét adaptalt
vizvesztését, a kutikula vizre valé permedbilitasat (Id sajat eredményeink; Broun et al 2004; Aharoni
et al 2004). A TaSHN1 transzgénikus novények szdrazsagtlirése nem kilonbozott a vad tipusu
névényekétdl, mig a lGdfi sajat WIN/SHN1 génjének tultermeltetése a szarazsagtoleranciat novelte.
A buza transzgén esetében ez (a kutikula tulajdonsagait tekintve) nem varatlan eredmény, a ludft
WIN/SHN1 gén esetében azonban azt jelenti, hogy a fokozott szarazsagtlrési fenotipus nem a
kutikularis tulajdonsagokkal, hanem massal magyarazhaté. Ezért sziiletett meg az a feltételezés, hogy
a tultermel8 novények csokkent sztdma slirlisége allhat a stressz tolerancia haterében (Yang et al
2011). A magam részérél azonban Ggy gondolom, hogy az egyes WIN/SHN gének transzgénikus
kifejezésekor jelentkezd, szarazsagtlrést fokozd hatds magyarazatat eddig még nem sikerlt
megtalalni.
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Az Arabidopsis WIN/SHN1 illetve a buza TaeSHN1 tultermelé vonalakat egy kisérletben
hasonlitottdk o6ssze, vagy ezek fiiggetlen irodalmi adatok? Vadltozott-e az Arabidopsis sajat
WIN/SHN1 génjének transzkript szintje a TaeSHN1 gént tultermelé vonalakban? Elképzelheté-e
hogy a tapasztalt fenotipus valamilyen géncsendesités, interferencia kévetkezménye?

Az Arabidopsis WIN/SHN1 gént tultermeld vonalak tulajdonsagait irodalmi forrasbdl ismerjik, mig a
blza ortoldg génre nézve sajat kisérleteink eredményei alinak rendelkezésiinkre.

A 1Udfd sajat WIN/SHN1 génjének kifejez6dését nem vizsgaltuk, de nem tartom valdszin(inek, hogy
géncsendesités |épett volna fel a buza transzgén hatasara. Csendesités esetében a transzgén
kifejez6dése is lecsokkent volna, azonban annak kifejez6dését RT-PCR-el ki tudtuk mutatni (6. abra).

Tubulin buSWK1-buSWK2

A A
M {SHN-1/1 SHN-1/2 SHN-1/5 Col | M {SHN-1/1 SHN-1/2 SHN-1/5 Col ' ™

6. abra TaSHN1 transzgénikus és vad tipusu ladf(i vonalak RT-PCR analizise, M: molekulasuly marker,
buSWK1 és buSWK2: TaSHN1-re specifikus primerek (vart fragment hosszak: tubulind gén 426 bp,
TaSHN1 gén 702 bp).



14

A kapott eredmények alapjan ugy tiinik, hogy a buza TaeSHN1 gének funkcidjat buzdaban, vagy
legalabbis egyszikii fiifélékben (pl. rizs, brachipodium) célszerii vizsgdlni. Van-e ilyen kutatdsi
programjuk esetleg eredményiik? A rizs vagy Brachipodium mutdns gyijteményekben
hozzdférheté-e SHN1 mutdns? Ha igen, van-e a mutdciohoz kapcsolhato funkciondlis adat?

Olyan sajat, folyamatban levé kutatasi programunk, amely a WIN/SHN gének szerepét f(ifélékben
vizsgalna nincsen. A gabonafélék ilyen mutdnsaival, illetve tultermel6 vagy csendesitett vonalakkal
kapcsolatban azonban hozzaférhet6ek irodalmi adatok. Taketa és munkatarsai (2008) az arpa csupasz
szemtermés fejl6dését meghatarozé génként (Nud) egy WIN/SHN csalddba tartozd transzkripcios
faktort azonositottak. Eredményeik szerint a gén m(ikodésének hatdsdra a szemtermés felszinén a
fejl6dés soran egy lipid réteg képz6dik, ami a pericarium és a pelyva 6sszetapadasat segiti el6. Ennek
hidnydban alakul ki a csupasz szemtermés fenotipusa. Rizsben a WIN/SHN géncsalad 4 tagjat
azonositottak, amik kozil kett6t funkcionalisan is jellemeztek. Az OsWR1 szekvencidja a leghasonldbb
a ludfi WIN/SHN1 génhez (Wang et al 2012). Tultermelése rizsben a kutikula permeabilitas
csokkenése mellett a szdrazsagtlirés novekedését okozta. A géncsendesitett fenotipus ennek
ellenkez6je volt. A tultermel6 vonalakban a viasz bioszintézishez, de mads, stressz toleranciahoz
kapcsolhatd gének indukcidjat is okozta. Hasonld fenotipust eredményezett rizsben az OsWR2 gén
tultermelése is (Zhou et al 2014). Mindkét OsWR gén esetében a tultermeld névények stressztiirése
javult, mig novekedésiik visszafogottabb volt a vad tipusnal. Az OsWR2 a viaszok mellett a kutin
bioszintézisét is serkentette. Erdekes eredményt hozott a ludfli WIN/SHN2 transzgén kifejezése
rizsben. A viaszoltsag és stressztlirés fokozdddsa mellett a transzgénikus ndvények sejtfaldnak
Osszetétele is megvaltozott. A cellul6z mennyisége nétt, mig a ligniné csdkkent (Ambavaram et al
2011). A szerz6k kozleménylkben a transzgénikus modositds lehetséges biotechnoldgiai
hasznosithatdsagat emelik ki.
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A haszonnévényekben is alkalmazhaté mddszerek kéziil milyen technolégidgk azok amelyek
célszerliek lehetnek a vizsgdlt tulajdonsdgok megvdltoztatdsa céljabol? A klasszikus GMO
alkalmazdsa nemesitési célokra politikai okokbdl jelenleg kizdart. Ugyanakkor tébb olyan ujabb
moadszer is rendelkezésre dll, ami genetikai transzformdcio nélkiil is alkalmazhaté alkalmazott
kutatdsok céljaira (TILLING, Eco TILLING, Genom editing, etc.). Véleménye szerint milyen stratégia,
technoldgia alkalmazdsa lenne célszertii illetve redlis a vizsgadlt, gazdasdgi szempontbdl is jelentés
tulajdonsdgok javitdsa érdekében?

A vizsgdlt tulajdonsagok koziil a sejtmagi cap koté komplex funkcidvesztéses mutdnsai altal mutatott
fokozott szdrazsagtlirést és visszafogott vizvesztést kézenfekvs lenne haszonnévényekben indukalni.
Az un. ,Uj névénynemesitési technikak” koziil tobb is alkalmazhaté a kivant genetikai valtozas
elérésére (Lusser et al 2011). A dolgozatomban szerepl6 RNS fliggé DNS metilacié (RADM) technikat
egyenl6re még csak ilyen irdnya kisérletekben alkalmazzdk, fajta elGallitasra kevésbé. A
dolgozatomban szintén szerepl6 RNS interferencia alapu géncsendesitési mddszerrel (cisz-genezis)
viszont sikeresen allitottak el6 a gumé barnuldsaban (egy polifenol oxidaz gén m(ikodésében) és az
aszparagin bioszintézisben gatolt burgonyat (Chawla et al 2012). Ezt a fajtat (Innate™) 2014 8szén az
USA-ban koztermesztésbe vondshoz szilkséges engedélyre jelentették be, és az FDA nem GMO
statuszinak ismerte el. Mig az ilyen cisz-genezissel létrehozott valtozatok az USA-ban szabad utat
kaptak, ezek, és az egyéb modositott genomu (de nem transzgénikus) haszonnovények megitélése
(és szabalyozasa) az EU-ban egyenlére még kérdéses.

7. 4bra Innate Russet Burbank (balra) és Russett Burbank (jobbra) burgonyagumok 30 perccel
hamozas utan.

A novényi genomok célzott szerkesztésének egyéb lehet&ségei kozil a cink ujj nukledz technoldgia, a
TALE vagy CRISPR/Cas nukledzok alkalmazdsa vagy a szintetikus oligonukleotidokkal indukalt
mutagenezis is alkalmas lehet az altalunk kivant mutacié létrehozasara.

Hivatkozasok:

Lusser M, Parisi C, Plan D, Rodriguez-Cerezo E. (2011) New Plant Breeding Techniques: State-of-the-
Art and Prospects for Commercial Development European Commission's Joint Research Centre (JRC)
Institute

Chawla R, Shakya R, Rommens CM. (2012) Tuber-specific silencing of asparagine synthetase-1
reduces the acrylamide-forming potential of potatoes grown in the field without affecting tuber
shape and yield. Plant Biotechnol J. 10(8):913-24.
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Tovdbbi megjegyzések, kérdések.
A dolgozatom szerkesztésével kapcsolatos kritikakat jogosnak ismerem el, azokat elfogadom.

A 20. oldalon az Arabidopsis LACERATA gén dltal kodolt CYPS86A8 enzim aktivitdsarodl ir (zsirsav

hidroxildcid), és illusztracioként a 6. Abrdra hivatkozik. A 21. oldalon lévé 6. dbra a lacerata
mutdns fenotipusdt mutatja be, viszont az emlitett zsirsav oxiddcio illusztrdcidja hianyzik.

A LACERATA fehérje funkcidjat az idézett Wellesen és munkatarsai (2001) éleszt6ben (Saccharomyces
cerevisiae) bizonyitottak. A heteroldg rendszerben kifejezett fehérje *C jeldlt szubsztratokbdl az 1.
tablazat szerinti mennyiségben termelt o-hidroxildlt terméket. Az eredmények szerint C12 -.C18
zsirsavakat fogadott el szubsztratként, legnagyobb mennyiségben palmitinsavat és sztearinsavat.

w-Hydroxylated fatty acid production,

Fatty acid substrate pmol-min—1 per mg of protein
Laurate (C12:0) 91 = 26

Myristate (C14:0) 185 £ 53

Palmitate (C16:0) 320 = 20

Oleate (C18:1) 283 + 22
9,10-Epoxystearate ND

Jasmonate ND

Results are means with standard deviations; ND, not detectable.

1. Tablazat A ludfii LCR fehérje (CYP86AS) katalitikus aktivitasa élesztd mikroszomakban (Wellesen et
al 2001).

Hivatkozas:

Wellesen K, Durst F, Pinot F, Benveniste I, Nettesheim K, Wisman E, Steiner-Lange S, Saedler H,
Yephremov A. (2001) Functional analysis of the LACERATA gene of Arabidopsis provides evidence for
different roles of fatty acid omega-hydroxylation in development. Proc Natl Acad Sci USA
98(17):9694-9.

A 47. oldalon a P19 fehérje citoplazmatikus illetve sejtmagi vdltozatdnak hatdsdt hasonlitja 6ssze.
A P19N (sejtmagi valtozat) mind a siRNS-ek, mind a MIR159 mennyiségét cs6kkentette, mig a P19C
(citoplazmatikus vdltozat) esetében a kontrolindl magasabb siRNS és miRNS szint Iathaté. Mi lehet
ennek a jelenségnek az oka? A szévegben csak a sejtmagi vdltozat negativ hatdsdrol van szé.

A kérdést Silhavy Déaniel Birdlém is feltette, kérem hogy a neki adott valaszt vegye figyelembe.
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Az 51. oldalon bemutatott 20. abra szerint a DCL1 fehérje a sejtmagban lokalizdlodik. Van-e arra
nézve adat, hogy a tébbi DCL fehérje (DCL2-4) a sejten beliil hol talalhato?

Az Ujabb eredmények szerint a heterokromatikus 24nt hosszu siRNS-eket processzalé DCL3 fehérje a
sejtmagon bellil a perinuklearis Cajal testekben lokalizalddik (Costa-Nunes et al 2014). Ez a felismerés
kiterjeszti a Cajal testeknek RNS érésben mar kordbban ismert funkciéit. A DCL3 enzim tehat a
sejtmagban helyileg elkllonll a csendesitd és cél szekvenciaktdl (transzpozonoktdl és repeat-ektdl).
A DCL2 és DCL4 fehérjéket szintén a Cajal testekben lokalizaltnak taldltdk, ami egyenlére nincs
osszhangban szerepiikkel a citoplazmaban replikalddé RNS virusok géncsendesitésében (Bologna and
Voinnet 2014).

Hivatkozasok:

Costa-Nunes P, Vitins A, Pontes O. (2014) Connecting the dots of RNA-directed DNA methylation in
Arabidopsis thaliana. Chromosome Res. 22(2):225-40.

Bologna NG, Voinnet O. (2014) The diversity, biogenesis, and activities of endogenous silencing small
RNAs in Arabidopsis. Annu Rev Plant Biol. 65:473-503.

A 62. oldalon a CBC komplexnek a kis RNS fajtdkra (siRNS, miRNS) valé hatdsdt illetve az ABA
szabdlyozds kapcsolatdat ismerteti. A cbp20 illetve cbp80 mutdnsokban kimutatott vdltozdsok csak
az ABA szabdlyozdssal kapcsolatba hozhatéo miRNS és siRNS tipusokra igazolhatéak, vagy ezen
mutdciok hatdsa nem szelektiv, a CBC complex mds kis RNS-ek szintjét is befolydsolja. A sz6vegben
ezzel kapcsolatban van egy utalds a Table S1- re, ezt viszont nem taldltam.

Az emlitett Table S1 tablazat a Laubinger és munkatarsai (2008) publikacio része, elnézést kérek,
hogy a hivatkozas formatuma nem volt erre nézve egyértelm(i. Eredményeik (és mas fentebb emlitett
publikaciok) szerint az nCBC komplex mutdnsaiban a kis RNS készlet egy részének processzalasa
gatolt. Ezek kozil néhany kapcsolhaté az ABA szabalyozdshoz (pl miR159, miR169), mig masok
szerepe kiilonb6z6, példaul az egyedfejl§dés szabalyozasa (miR156; Yu et al 2015).

Hivatkozasok:

Laubinger S, Sachsenberg T, Zeller G, Busch W, Lohmann JU, Rétsch G, Weigel D. (2008) Dual roles of
the nuclear cap-binding complex and SERRATE in pre-mRNA splicing and microRNA processing in
Arabidopsis thaliana. Proc Natl Acad Sci USA. 105(25):8795-800.

Yu S, Lian H, Wang JW. (2015) Plant developmental transitions: the role of microRNAs and sugars.
Curr Opin Plant Biol. 27:1-7.

A 74-75. oldalon taldlhato 38-39. dbrakon feltiintetett génekrél hidnyzik egy-egy rovid
dsszefoglalo. A jobb érthetdség kedvéért egy-két mondatban le kellett volna irni, hogy mi a tesztelt
gének funkciéja, milyen fehérjét kodolnak, és miért érdekesek a kutikula fejlédés szempontjabol.

Egyetértek Birdldmmal. Bar a gének egy részének legvaldszinlibb szerepérdl van ismertetés a
dolgozat szbvegében, de egy tdblazatban 6ssze kellett volna foglalni a feltételezett génfunkcidkat.
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Ennek pétlasatdl itt terjedelmi korlatok miatt eltekintek, de az eredeti publikacidban (Albert et al
2013), a 75 — 76. oldalon ez minden vizsgalt génre nézve megtaldlhatd.

Hivatkozas:

Albert Z, Ivanics B, Molnar A, Miské A, Téth M, Papp | (2013) Candidate genes of cuticle formation
show characteristic expression in the fruit skin of apple. Plant Growth Regulation 70:71-78.

A 44. abran mi a “b” és a “m” jelélés?

Elnézést kérek az olvasétdél, a magyarazat a magyar nyelvl képaldirdsbél kimaradt:
b — basal, a levél alapi, hiively altal takart része
m —middle, levéllemez kozépi régid

A 84. oldalon taldlhato 47. abra a viaszkristdlyok megjelenését mutatja be a TaSHN1 tultermelé
névényeken. Mi a bizonyiték, hogy a megfigyelt strukturdk valoban viasz kristdlyok? Vannak erre
vonatkozo biokémiai, analitikai adatok?

A novényi hajtasok felszineken taldlhatd kristdlyos képzédmények kémiai Osszetételérél béséges
ismeretiink van. F(ifélék esetében az epikutikularis viaszok féleg hosszulancu alkoholokbdl allnak,
buzdnal a f6 0sszetevd a sztearil alkohol. E mellett tovabbi, esetenként fajta specifikus komponensek
is taldlhatdk a buza viaszok kozott, ami a képz6d6 kristalyok morfoldgiai sokféleségét okozza. A
strukturdkat a kémiai analizis mellett oldatbdl visszakristdlyositassal, valamint nagyfelbontasu
mikroszképos technikakkal (pl atomerd mikroszkop) is vizsgdltak (Koch et al 2006). A TaSHN1
transzgénikus névények levélfelszinén megfigyelt strukturdk a kutikula felsé rétegével egybefiiggbek,
nehéz elképzelni, hogy a viaszoltsagtol fliggetlenil alakultak ki. Viaszanalizis céljabdl a transzgénikus
és kontroll novények levelérél mintadkat oldottunk le, amiket Dr Eke Zsuzsanna (ELTE, TTK, Kémiai
Intézet) GC-FID és GC-MS moddszerekkel vizsgalt. Eredményei szerint a TaSHN1 transzgénikus levél
viasz alkotdi kozott a nonakozan (C29) és hentriakontan (C31)/tetratriakontan (C34) alkan
komponensek aranya megnétt. Ez egybevagott Broun és munkatdrsai (2004) eredményeivel, akik a
ladfi WIN/SHN1 gén tultermelésekor a viaszfedettség ndvekedésének legnagyobb részét éppen a
nonakozan és hentriakontan komponenseknek tulajdonitottak. Ugyandk a WIN/SHN1 taltermeld
novények levélfelszinén hozzdnk hasonldan szintén viaszkristalyok megjelenését tapasztaltak.

Hivatkozasok:

Koch K, Barthlott W, Koch S, Hommes A, Wandelt K, Mamdouh W, De-Feyter S, Broekmann P. (2006)
Structural analysis of wheat wax (Triticum aestivum, c.v. 'Naturastar' L.): from the molecular level to
three dimensional crystals. Planta. 223(2):258-70.

Broun P, Poindexter P, Osborne E, Jiang CZ, Riechmann JL. (2004) WIN1, a transcriptional activator of
epidermal wax accumulation in Arabidopsis. Proc Natl Acad Sci USA. 101(13):4706-11.
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