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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

ABA: Abscisic acid

AGO: Argonaute

AP2-ERF: APETALA2/Ethylene Responsive Factor
as: aminosav

CAF: Carpel Factory

CBP: Cap Binding Protein

c¢DNS: komplementer (complementary) DNS
CER: Eceriferum

DAP: days after pollination

DCL: Dicer Like

dsRNS: dupla szala RNS

DW: dry weight

ER: endoplazmatikus retikulum

ERA: Enhanced Response to Abscisic acid
FAE: Fatty Acid Elongase

FAS: Fatty Acid Synthase

FLC: Flowering Locus C

FW: fresh weight

GCR: G protein Coupled Receptor
GFP: Green Fluorescent Protein

GREF: Growth Regulating Factor

GST: Glutathione S-transferase

GUS: B glucuronasidase

GWC: Gravimetric Water Content
HD-ZIP: Homeodomain-Leucine Zipper
HEN: Hua enhancer

HPT: Hygromycin Phosphotransferase
HYG: Hygromycin rezisztencia

HYL: Hyponastic leaves

KAN: Kanamycin rezisztencia

KCS: Ketoacyl CoA synthase

LCR: Lacerata

miRNS: micro RNS

MYB: Myeloblastosis

nat-siRNS: natural antisense siRNS
nCBC: nuclear Cap Binding Complex
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NiR: antiszensz Nitrit reductase gén

NLS: Nuclear Localization Signal

NOS: Nopaline Synthase

nt: nucleotide

OCS: Octopin Synthase

PARN: poly (A) specific exoribonuclease
PCR: Polimerase Chain Reaction

PM: plasma membrane

PPFD: Photosynthetic Photon Flux Density
PTGS: Posttranscriptional Gene Silencing
RBP: RNA binding protein

RdADM: RNA dependent DNA methylation
RH: relative humidity

ROS: Reactive Oxygen Species
RT-PCR: Reverse Transcription PCR
RWC: Relative Water Content

SE: Serrate

SEM: scanning electron microscope
siRNS: short interfering RNS

snRNP: small nuclear ribonucleoprotein particle
snRNS: small nuclear RNS

TBSV: Tomato Bushy Stunt Virus

TEM: transmission electron microscope
TF: transcription factor

TGS: Transcriptional Gene Silencing
TW: turgid weight

Ub: Ubiquitin

UTR: untranslated region

VLCFA: Very-Long-Chain Fatty Acid
WIN/SHN: Wax Inducer/Shine

YRE: yore-yore
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2. BEVEZETES

A doktori miiben bemutatott kutatasok hossz idétartamot (kb 20 évet) dlelnek fel. Ennek
soran a ndvénybiologidnak abban a szegmensében ahol munkassagom zajlott jelentds haladas
¢s attorések sora valdsult meg. Ezek egy részét palyafutdsom egyes allomasain kozelrdl
figyelhettem, az elért eredményekkel esetenként tdmogathattam. Az epigenetikai kutatasok
egyik uttoré laboratoriumaban a géncsendesités vizsgalata révén a kis RNS-ek szerepének
felderitéséhez keriiltiink kozelebb. Az RNS szabdlyozas elemeinek tanulmanyozasa késdbb
szerencsés modon kapcsolodott egy ettdl fiiggetleniil inditott kutatdsi irdnyhoz. Itt egy ludfi
mutans izoldldsa majd analizise az RNS szintli szabalyozast a szarazsagtiirés folyamataival
kapcsolta 0ssze. Az izolalt mutdnssal kapcsolatos tovabbi eredményeink a bdrszovet €s a
kutikula jelentéségére utaltak a szdrazsagtirésben. Ez a kutatisi irany a kertészeti és
haszonnoévények kutikuldjanak bioldgidjahoz vezetett, amely jelenleg is egyik f6 kutatasi
teriiletem. A szarazsagtlirés a ndvénytermesztésben, a vizvesztés a gylimolcsok taroldsa soran

is jelentds tényezd, a kutikula tulajdonsagai mindkét esetben alapvetd fontossaguak.

A dolgozat elsé részében bemutatott kisérletek a géncsendesités kutatasanak ,.héskorabol”
szarmaznak. Azota jelentds haladas tortént a vizsgalt jelenségek alapjait képezd folyamatok
megismerésében, amiknek mai tuddsunk szerinti részletes attekintése nem célja a
dolgozatomnak. Az ,Irodalmi attekintés™ fejezetben a kisérletek idején rendelkezésre allo
ismereteket foglalom 6ssze, az azokhoz késébb kozvetlentil kapcsolodo tovabbi eredményeket
pedig az ,,Eredmények és megvitatasuk™ fejezet tartalmazza. Részletesen targyalom viszont a
kutikula biologidjanak egyes teriileteit, ahova a fent emlitett kisérletek sora vezetett. A
dolgozat kitekintése is ebbe az iranyba mutat, hiszen ezen a részteriileten gazdag lehetdségek

vannak alkalmazott kutatasi projektek inditasara is.
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3. IRODALMI ATTEKINTES, A KUTATASOK ELOZMENYEI

3.1 Transzkripcios géncsendesités

Kutatasaink kozvetlen eldzménye volt a transzkripcidés géncsendesités (TGS) felfedezése,
mely jelenség egyik elsd leirasat munkatarsaim adtdk (Matzke et al 1989). A TGS
mechanizmuséra nézve kisérleteink (1994-1996) elott csak kevés adat volt hozzaférhetd, az
RNS szabdlyozds miikodésének molekularis szintli részleteire csak joval eredményeink
publikdlasa utan deriilt fény. A poszttranszkripcios (PTGS) és a transzkripcios (TGS)
géncsendesités felderitése egymassal parhuzamosan zajlott. A PTGS tanulmanyozasa soran
(Ingelbrecht et al 1994) és burgonya/burgonyagumé orsoésodas viroid (Potato spindle tuber
viroid) rendszer esetében is (Wassenegger et al 1994) felismerték, hogy RNS szinta
informaci6 specifikusan genomi DNS metilaciot okozhat. A TGS vonatkozasdban ismert volt,
hogy a promoter homoldgia kivaltotta csendesités a transzkripci6 szintjén mitkodik (Matzke et
al 1989; Neuhuber et al 1994). A TGS-hez kapcsolodd jellemzdének tartottdk a promoter
metilaciot (Matzke 1994), valamint azt hogy a csendesitd ¢és csendesitett konstrukciok
szétvalasakor (szegregéaciojakor) a csendesitett promoter csak fokozatosan, néhany generacion
keresztiil nyeri vissza aktivitasat. A metilacio kialakuldsanak mechanizmusair6l ekkor még
csak feltételezések voltak (Matzke and Matzke 1995). A DNS metilacid jelenségének a
molekuldris hatterét célozta egyik kisérlet sorozatunk, melyben a szegregacié utdn tjra
megjelend génkifejezddés €s a promodter metilaciod korrelaciojat terveztiik molekularis szinten
kovetni. A kisérletekben hasznalt TGS géncsendesitd rendszer elemeinek leirasat a Matzke et
al (1994) és a Vaucheret et al (1992) publikaciok tartalmazzak. A dohdny genomba épitett, a
kisérlet soran csendesitett H2 lokusz 35S prométerhez kapcsolt Hygromycin-
foszfotranszferaz gént, valamint NOS promoéter — oktopin szintaz génkonstrukciot
tartalmazott. Elobbi a 35S promoéteren TGS-re fogékony volt, utdobbi viszont mas NOS
promoteren (pl K81 lokuszban) TGS-t volt képes indukalni. A rendszer masik eleme a 271
lokusz volt, ami 35S promoéter — antiszensz Nitrit reduktaz génkonstrukcioval transzformalt
dohanyban jott létre. Endogén nitrit reduktdzon PTGS-t, 35S promodteren TGS-t volt képes
kivaltani (Vaucheret 1993, Dorlhac de Borne 1994). A 271 lokusz 35S promotere altal
terveztik a H2 lokusz érzékeny 35S promoterének TGS géncsendesitését, €s folyamat

jellemzését molekularis médszerekkel.
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3.2 Kis RNS-ek a transzkripcios géncsendesitésben

Ez iranyt kisérleteinket (2000-2002) nem sokkal megel6zden ismerték fel a kis RNS-ek
szerepét a géncsendesitésben (Hamilton and Baulcombe 1999). Fény dertilt a transzkripcios és
poszttranszkripcids géncsendesités hasonlosagaira, amennyiben a dupla szala RNS-ek (double
stranded RNA; dsRNS) ¢és short interfering RNA (siRNS) részvételét mindkét folyamatban
leirtak (pl. Syen et al 2001, Voinnet 2002). A DNS metilacio megjelenését PTGS esetén a
kodolo, illetve atirt génszakaszokon is detektaltdk (Fagard and Vaucheret 2000). A TGS
elnevezés mellett igy idokozben elfogadotta valt az altalanosabb RNS fiiggd DNS metilacio
(RNA dependent DNA methylation; RADM) kifejezés. A PTGS és RdDM vonatkozasaban
elkiilonitették a kiilonbozé siRNS fajtdk szerepét. A PTGS-ben a rovidebb 21-22 nt hossz
siRNS-eknek, az RdADM mechanizmusaban a hosszabb 24-26 nt-os siRNS fajtaknak
tulajdonitottak jelentdséget (Hamilton et al 2002). Ismert volt, hogy a csendesitésben
résztvevd dsRNS koztitermékeket RNaz III aktivitdsi DICER enzimek hasitjadk tovabb
(Bernstein 2001). Ezekbdl Arabidopsis-ban négyet azonositottak (DCL1- DCL4). A DCLI
gén gyenge muticidja a virag fejlodésében dramai valtozasokat okozott (,,carpel factory”
mutansok, Park et al 2002), mikdodése az miRNS-ek képzddéséhez bizonyult sziikségesnek
(Reinhart et al 2002). Feltételezhetd volt, hogy a négy Arabidopsis DCL enzim kiilonb6zo
tulajdonsagti kis RNS-ek processzdlasaban vesz részt. Mig a DICER enzimek emldsben
citoplazmas lokalizaciéjiak, névényben a sejten beliili kompartmentizacidjuk nem volt

ismert, erre nézve csak feltételezéseink voltak (1. abra).
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1. abra: Korai modell az RADM ¢és PTGS folyamatairol a DICER aktivitas helyének jelolésével (Matzke et al
2001). A DCL1/CAF enzim részvétele az RADM-ben kisérleteink soran nem bizonyosodott be (Id Eredmények

¢és megvitatasuk fejezet).

Kisérleteink legfontosabb célja az volt, hogy kideritsiik, részt vesz-e a DCL1 enzim a TGS
folyamataiban, illetve adatokat nyerjiink a folyamat sejten beliili lokalizaciojarol. Az
alkalmazott genetikai rendszer NOSpro-Nptll és NOSpro-NOS célgénekbdl, valamint egy
fiiggetlen lokuszon NOSpro dsRNS-t termeld effektor génbdl allt. Utdbbi a célgéneket
transzkripciosan csendesiteni volt képes promoteriik metilacidja mellett (Mette et al 1999). A
csendesités soran a NOSpro dsRNS-bdl 21, 22 és 24 nt hosszasaghh siRNS-ek képzddtek
(Aufsatz et al 2002). Ezek termelédésének helye a sejten beliil nem volt ismert, csakiigy mint
szekvencia jellemzdik, és a hasitdsban résztvevd (feltehetdéleg DCL) enzim is ismeretlen volt.
Hogy vajon az siRNS-ek koziil milyen hosszisag termék volt hatékony az RdADM soran,

szintén felderitésre vart.

A géncsendesitést gatld virdlis fehérjék hasznos eszkdzok a csendesités mechanizmusainak

felderitésében (Burgyan ¢és Havelda 2011). Egy ilyen fehérje a paradicsom bokros torpiilés
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virus (Tomato bushy stunt tombusvirus; TBSV) P19 fehérjéje. A TBSV P19 fehérje egy
tranziensen kifejezett dsSRNS-r61 képzddo dsszes siRNS képzddését gatolni tudta (Hamilton et
al 2002). A hozzd nagymértékli (aminosav szinten 74%) hasonl6sdgot mutaté cymbidium
gytrtisfoltossadg virus P19 fehérje specifikusan kapcsolodott a 2 nukleotid 3’ talnytld véget
tartalmazo 21-25 nt hosszii dsRNS-ekhez (Silhavy et al 2002). Ez a struktura a dsRNS-ek
DICER enzim altal tortént hasitasanak elsddleges termékeire jellemz6. Ezek a megfigyelések
a P19 fehérjéket az siRNS-ek részvételével zajlo géncsendesités altalanos gatldiként
valoszintisitették. Kisérleteinkben a P19 fehérjét kiilonbozd sejten beliili kompartmentumokba

(sejtmag €s citoplazma) irdnyitott modon terveztiik a géncsendesités gatlasara felhasznalni.

3.3 Mutansok sziirése pleiotrop bélyegek alapjan

A haszonnovények kedvezd tulajdonsadgokat kodold génjeinek izoldldsahoz tobbféle tton
indulhatunk el. Egy gyakran kovetett stratégia a természetben eléforduld kedvezo
tulajdonsagt fajtak, esetleg rokon fajok segitségével az ilyen gének térképezése és térkép
alapu klonozasa. Ezt hatraltatja, hogy a fontos tulajdonsagok sokszor poligénesek, a
haszonndévények genomja esetenként igen nagy lehet, és roluk legtobbszér még mindig kevés
informacio all rendelkezésre. igy a térképezés folyamata idéigényes, kimenetele bizonytalan

lehet.

Modellnovényekben is kovethetliink hasonld stratégiat, igy példaul Arabidopsis-ban a
kiilonb6zé okotipusok eltérd korokozd-rezisztencidjat felhasznalva térképezték, majd
kloénoztédk az elsé R géneket (Debener et al 1991). Ezek alapjan a haszonnovények hasonlo

rezisztencia génjeinek vizsgalata a késdébbiekben nagyban leegyszertisdott.

Modellnovényekben indukdlt muticiokkal az ismert genomszekvencidknak ¢és egyéb
modszertani eldnydoknek koszonhetben ma mar gyorsabban eljuthatunk egyes fontos
tulajdonsagokat befolyasold génekig. Hatrany ilyenkor hogy a kapott eredményeket
haszonnoévényekre adaptdlni kell, valamint hogy szdmos tulajdonsag a kevés szamu
modellndvényen nem vizsgalhat6. Mégis ez utobbi modon napjainkban nagy mennyiségii

informaci6 valik hozzaférhetové.

Egy, a ndvény szdmara fontos jelut kiesése illetve aktivacioja a kdzvetleniil érintett valaszon
kiviil mas kovetkezményekkel is jarhat (pleiotropia). Ez befolyasolhatja a ndvény habitusat,

novekedési sebességét illetve fazisait, stb. A pleiotrop bélyegek gyakran konnyebben

10
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észrevehetdek ¢€s igy egyszeriibben kivalaszthatoak a mutdns-populaciobdl, 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 izoldlt mutanst ezutan természetesen tovabbi
vizsgélatoknak kell alavetni annak megallapitasara, hogy van-e olyan tulajdonsaga, ami

tudomanyos vagy gyakorlati szemponbdl értékessé teszi.

A modszer életképességét gy bizonyitottdk, hogy mar ismert mutansokat vetettek ald pontos
fenotipizaldsnak. A 2. abran néhdny ilyen mutans jellemzése lathato. A mutansok
¢szrevehetden kiillonboznek a vad tipustol jonéhany olyan jellegben, amik Osszefiiggése a

hordozott genetikai hibaval mai tuddsunk szerint nem nyilvanvalo.
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2. abra: Arabidopsis mutaciok és pleiotrop hatasaik (Boyes et al 2001). Als — hookless: etilén termelésben hibas,
tobb rozetta levél novényenként; fae — fatty acid elongase: hosszilancu zsirsavak termelésében hibas, a levelek
feliilete kisebb; adg — ADP glucose pyrophosphorylase: keményité bioszintézisben hibas, révidebb gyokerek,
kevesebb oldalgyodkér, kevesebb mag beconként, tobb becd.
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3.4 A magi cap koté6 komplex, mint a poszttranszkripcios génszabalyozas egyik

szerepldje

A magi cap kotd komplex (nuclear Cap Binding Complex, nCBC) az RNS Polimeraz II altal
atirt mRNS-ek 5° végére szintetitalt cap strukturat koti. Az nCBC szerepérol és mitkodésérdl
allati rendszerekben ¢€s €lesztében lehet tudni a legtobbet. Itt a komplex legalabb kettd — 80
illetve 20 kiloDalton molekulatomegii — alegységbol all. A két alegység egyiitt képes az
mRNS 5’ cap struktirat megkotni. A chp20 mutanssal kapcsolatos elsé munkank kozzététele
idejében az nCBC komplexnek az mRNS splicingjaban, 3’ végének érésében, illetve az
snRNS-ek magbdl vald exportjaban tulajdonitottak szerepet (3. abra) (Izaurralde et al 1994,
Cougot et al 2004).

PrprPrprpd

ﬁBH'I 7
t UG snRMNFP
ol G :lI

HYL1? — 9 k_
_

Muclear
Nucleus pore

Nuclear Degradation

membrane % PABN |

Cument Opinion in Plant Biology |

3. abra: Az nCBC (CBP20 és CBP80) clhelyezése a novényi mRNS metabolizmusban a kis RNS-ek érésében
betoltott szerep felismerése el6tt (Fedoroff 2002). Tovabbi jelolések: Ran — fehérjék magi transzportjaban
szerepld GTP-az, a és B: importin komplex alegységek, 4E-T: elFAE magi importjat végzo fehérje, Depl — cap-
specifikus endonukleaz, PARN — poly (A) specifikus exoribonukleaz, RBP — RNS koéto fehérje, snRNP — kis
magi ribonukleoprotein részecske, Ub — ubiquitin, SAD1, HYL1 — RNS ko6t6 fehérjék, NLS — magi lokalizacios
szignal.
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Emldésben az nCBC komplex miikodését stressztdl és novekedési faktoroktol fliggdnek
talaltdk, szabalyozdsa foszforillaci6 altal torténik (Wilson et al 1999). Ez alapjan
valoszinlisithetd volt, hogy szerepe az mRNS érésében nem héztartasi (,,house-keeping”)

funkci6, hanem egy poszttranszkripcios szabalyozasi lehetdség.

Az Arabidopsis nCBC nagy alegységet érint6 abhl mutaciot Hugouvieux et al. (2001) irtak
le. Eleszt6 kéthibrid kisérlettel ugyanék kimutattak, hogy az Arabidopsis CBP20 és CBP80
fehérjék kapcsolodni voltak képesek. Az ¢élesztOben kifejezett fehérjék csak egyiitt tudtak az
mRNS cap struktirat kotni in vitro, tehat hasonloan viselkednek az élesztd ortologjaikkal

(Hugouvieux et al. 2001).

Az abhl ladfi muténst az alapjan izolaltdk, hogy mar olyan alacsony koncentracidja
abszcizinsav (ABA) mellett képtelen volt a csirdzasra, ami a vad tipusii ndvényt még nem
gatolta. Az ABA tulérzékenységgel magyaraztdk a gazcserenyilasok korai zarodasat, a
parologtatas csOkkenését, végsd soron a ndvény szdrazsdggal szemben megfigyelt

ellenalloképesség novekedését (Hugouvieux et al. 2002).

Az nCBC altal szabalyozott gének felderitése ¢érdekében az abhl/cbp80 mutanson
génexpresszios (microarray) vizsgalatokat is végeztek. Az adatok szerint az abhl/cbp80
mutansban kifejez6d0 gének szintje csak néhany gén esetében tért el a vad tipusu
Arabidopsis-tol (Hugouvieux et al. 2001). Mivel a mutans novény fenotipusa tobb tekintetben
is megvaltozott, feltételezhetd volt, hogy a microarray adatok nem adtak teljes képet a
mutacioval létrejott genetikai valtozasokrol. Ez a hipotézis a késObbiekben bebizonyosodott,

amennyiben késobb szdmos gén alternativ splicing-jat mutattak ki az nCBC mutansokban.

A vad tipusu ludfiiben az nCBC gének a ndvényi szervek mindegyikében kifejez8dnek
(Kmieciak et al 2002). A nyilvanosan hozzaférhetd microarray adatokbol (Winter et al 2007)
is levonhatok voltak bizonyos kovetkeztetések a komplex alegységeinek szabalyozéasara
nézve. Mindkét alegység atiradsa magasabb volt a hajtascsucsban és pl. a fiatal viragban, mig a
fertdzések és stresszek hatisara az expresszid nem valtozott, vagy csokkent. Ez arra utal, hogy
novények esetében a komplex az 4atirds szintjén is szabalyozodik, poszttranszlacios
regulacidja viszont nem ismert. Egy fontos ndvényi novekedési hormoncsoport a cytokininek,
amik koziil a zeatin szerepel a fenti microarray kisérletekben. Ennek a hormonnak nem volt
hatasa a CBP20 és CBP80 gének mRNS szintjeire. A Rashotte et al. (2003) altal publikalt

cytokinin indukcids microarray kisérletekben a CBP génekre vonatkozdan szintén nincs adat,
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mig Hoth et al (2003) a CBP80 gént cytokininnel 6 o6randl indukaltnak, mig 24 &rénal
represszaltnak talalta. Utobbi kisérletet egy indukalhatd génexpresszids rendszerrel végezték,
mely sordn egy bakterialis isopentenil-transzferaz transzgént indukaltak. Ezek az eredmények
azt sugalljak, hogy a névényi nCBC komplex szabalyozasdban szerepet jatszhat génjeinek
trasznkripcios szintli regulacioja is, amiben a ndvekedési hormonoknak (pl citokinineknek)

szerepuk lehet.

3.5 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. Fehérje szinten tovabbi
poszttranszlacios folyamatok (foszforillacid, sumoylacid, ubiquitinacid/lebontés, stb) és
kompartmentizacié nyujtanak tovabbi szabalyozasi médokat. Ezeket a lehetdségeket a ndvény
a stresszfliggd szabalyozasban kiterjedten hasznélja (Mazzucotelli et al 2008). Erdekes modon
az mRNS poliszomaba ¢épiilése is stressz-szabalyozott (ozmotikus stressz esetén), ami
hozzajarul ahhoz, hogy a kifejez6dd traszkriptumok mennyisége nem feltétleniil tiikkr6zi hiien
a képz6do fehérjék mennyiségi viszonyait (Kawaguchi et al 2004). A tovabbiakban a
transzkriptumok szintjének alternativ splicinggal €s kis RNS-ek segitségével stresszhatdsra
torténd szabalyozasi lehetdségeit tekintem 4at, mert az nCBC komplex mikodése

kapcsolhatonak bizonyult ezekhez a jelenségekhez.

Az mRNS alternativ splicing az egyik legrégebben ismert poszttranszkripcios szabalyozasi
lehetdség. Ennek jelentdségét ndvényekben sokaig alabecsiilték, mara azonban ismertté valt,
hogy az igy szabalyozott transzkriptumok szdma ndvényekben is jelentds, ardnyaiban
O0sszemérhetd az allatokban tapasztaltakkal (Kazan 2003; Ner-Gaon et al 2007). Ludfa
esetében az alternativ splicing ardnyat a gének 30%-ara becsiilik (Reddy 2007). Abiotikus
stressz hatasara lezajlo alternativ splicingot ndvényben eddig aranylag kevés esetben irtak le
(Floris et al 2009). Kong et al (2003) egy rizs feltételezett alternativ oxidaz génnél figyeltek
meg sO stressz hatasdra alternativ splicingot. A CD111 burgonya invertdz gén esetében
hideghatés okozta egy mini exon kivagasanak elmaradasat (Bournay et al 1996). Hideg stressz
hatasara buzdban is intron megtartdst irtak le egyes korai hidegindukalt géneknél

(Mastrangelo et al 2005). A Bronze2 kukorica GST gén transzkriptuma kadmium stressz
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hatasara alternativ splicingot mutat az 5> UTR régioban, ami az mRNS mennyiségének 20-
szoros novekedését okozza ilyen koriilmények kozott (Marrs and Walbot 1997). Egy tovabbi
példa a szerin/arginin gazdag (SR) fehérjéket kodold gének mRNS-ei, amelyeken alacsony €s
magas hOmeérséklet alternativ splicing-ot okoz. Az SR gének maguk is a splicing
szabalyozasaban miikddnek, tehat feltehetd hogy tovabbi célgének termékeinek processzalasa
is valtozik mitkddésiik eredményeként (Palusa et al 2007). Az nCBC-vel kapcsolatos jelenlegi
ismereteink valosziniisitik, hogy ez a szabalyozasi lehetdség a jovoben még nagyobb

hangstlyt kaphat a stresszvalaszok magyarazataban.

A kis RNS-ek utjan torténd géncsendesités részvétele az abiotikus stressz valaszokban jol
dokumentalt. Mar a legkorabbi in silico analizisek is utaltak a kis RNS-ek ilyen szerepére
(Jones-Rhoades and Bartel 2004). Ezzel egy id6ben mar klonoztak is stressz fliggd kis RNS-
eket ludflib6l (Sunkar and Zhu 2004). Egy természetes cisz-antiszensz transzkriptum par
esetében a nat-siRNS-ek szerepét fedték fel a ludfli sotliréshez vezetd stresszvalaszaban a
prolin felhalmozddéson keresztiil (Borsani et al 2005). Mivel az nCBC miikodése legjobban
az miRNS-ek érésével kapcsolatban dokumentélt, ennek a kis RNS fajtdnak a
stresszvalaszban betdltott szerepét tekintem 4t részletesebben. Microarray megkdzelitéssel
Arabidopsis-ban 14 kiillonbozd stressz (s6, szarazsag, hideg) szabalyozott miRNS-t
azonositottak (Liu et al 2008). A miR396a ¢és miR396b tultermeltetése ludfiiben a GRF
transzkripcios faktorokon at a levélméret és sejt/sztdmaszam csokkentésével parhuzamosan
befolydsolni tudta a novény szarazsagtiirését (Liu et al 2009). Reyes and Chua (2007)
Arabidopsis csiranovényekben a miR159 szintjét ABA indukaltnak talaltdk, mig ugyanez a
kis RNS a MYB33 ¢s MYBI101 transzkripcids faktorok csendesitésén keresztiil gatolta az
ABA ¢érzé¢kenységet. Ezzel egy Onszabalyzd mechanizmust irtak le, ahol a magas ABA
koncentracid a valaszok intenzitdsanak lecsengését okozza. Ennek a visszacsatoldsnak a
novény normal mikodéséhez vald visszatérésében lehet szerepe magas ABA szinttel jaro
stresszhatasok utan. A miR398 mennyisége viszont stresszhatasra lecsokkent, igy célgénjei, a
ROS detoxifikacioban résztvevd Cu/Zn szuperoxid dizmutdzok kifejez6dése fokozodott
(Sunkar et al 2006). Szintén stresszfliggd repressziot mutat a miR169 ladfiben, mely
célgénjén, az NFY AS transzkripcios faktoron keresztiil a stresszvalaszokat befolyasolja (Li et
al 2008). A miR169 rizs homologot ugyanakkor a megfigyelések szerint s6 €s ozmotikus
stressz indukalja (Zhao et al 2009). Covarrubias and Reyes (2010) 6sszefoglaldo munkdjukban
tobb esetet is emlitenek, ahol hasonlo szekvenciaji miRNS-ek fajonként mas tipust valaszban

(indukcio vs. represszid) vesznek részt (4. abra).
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Stress (response)®

miRNA Plant species Salt Osmotic/Drought ABA Target(") Reference
miR136 Arabidopsis thaliana (+) (+) SPL Liu eral. (2008)
miR156 Zea mays =) Ding et al. (2009)
miR159 A. thaliana (+) (+) MYB Reves & Chua (2007)

A. thaliana {+) Liu et al. (2008)
miR167 A. thaliana (+) (+) ARF Liu et al. (2008)

Oryza sativa (=) Liu ef al. (2009b)

2. mays (=) Ding et al. (2009)
miR168 A. thaliaria {+) (+) AGOI1 Liu et al. (2008)

Z. mays (+) Ding er al. (2009)

Populus tremula (+) (+) Jia er al. (2009)
miR169 A. thaliana (- (-) NFYAS Li er al. (2008)

0. sativa (-) Liu er al. (2009b)

O. sativa (+) Zhao er al. (2007)

Q. sativa (+) Zhao et al. (2009)

P. tremula (=) (=) Jia et al. (2000)
miR171 A. thaliana (+) (+) SCL Liu et al. (2008)
miR319 A. thaliana (+) TCP Liu er al. (2008)

Q. sativa (+) Liu et al. (2009b)
miR393 A. thaliana {+) {(+) (+) TIRI Sunkar & Zhu (2004)

A. thaliana (+) (+) Liu et al. (2008)

O, sativa {(+) Zhao ef al. (2007)

Phaseolus vulgaris (+) (+) (+) Arenas-Huertero er al. (2009)
miR305 P iremula (+) (+) APS Jia er al. (2009)

Z. mays (+) Ding er al. (2009)
miR3% A. thaliana (+) (+) GRL Liu er al. (2008)

A. thaliana (+) Liu et al. (2009a)

Z. mays (=) Ding et al. (2009)
miR397 A. thaliana (+) (+) (+) Laccase Sunkar & Zhu (2004)
miR398 A. thaliana (=) (=) CsD Jia er al. (2009)

A. thaliana (=) Jagadeeswaran er al. (2009)

F tremula (+) (+) Jia er al. (2009)
miR399 P iremula (+) (+) PHO2 Jia et al. (2009)
*The (+) and (-) signs indicate induction or repression of miRNA accumulation in each treatment.

"Targets are proposed based on known transcripts in Arabidopsis.

4. abra: S6 vagy vizhianyos stresszre indukalodo/represszaldodd novényi miRNS csaladok. Tovabbi részletekért

1d Covarrubias and Reyes (2010).

Uj nyarfa miRNS-ek azonositasanal azt talaltak, hogy stresszhatasra (pl so, vizhiany) donté
tobbségiik kifejez6dése csokkenést mutatott (Lu et al 2008). Az miRNS-ek egyik fo feladata
az egyedfejlddés szabdlyozasa. Mivel a stresszhatdsok nyilvanvaloan befolydsoljak az
egyedfejlédést, nem meglepd, hogy egyes esetekben ezt az miRNS-ek kozvetitésével teszik
(de Lima et al 2012, Khraiwesh et al 2012). Erre példa a miR156, amelynek a
vegetativ/reproduktiv fazisvaltdsban (Wu and Poethig 2006), illetve a miR166, amelynek az

egyedfejlodés mellett a hormon homeosztazisban van szerepe (Williams et al 2005).
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3.6 Vizért valo versengés vizhiany esetén

Vizhidny esetén a novények kiilonboz6 védekezési stratégidkat kovethetnek (Taiz and Zeiger
2010). Az egyed szintjén megjelend kiilonboz6 akklimacios valaszokat (menekiilés, elkeriilés,
tirés) fajonként, sét fajtanként eltérd aranyban mutatjak a novények. A vizforgalom egy
fontos szabalyozasi pontja a sztomakon at torténd parologtatas (Fan et al 2004), amelyet
vizmegvonas esetén egyes fajok/fajtak gyorsan, masok lassan, vagy alig korldtoznak. A
viztakarékos novények a talaj €s szoveteik viztartalmat a parologtatds visszafogéasaval
megtartani igyekeznek, mig a vizpazarlok a vizutanpotldas novelésével (pl gyors
gyokérnovekedéssel) keriilik el, illetve jobban toleraljdk a dehidraciét (Maseda and
Feranandez 2006, Sade et al 2012). A modern ndvény-biotechnoldgiai kutatasok gyakran a
parologtatas csokkentésére iranyulnak (Schroeder et al 2001). Szant6foldi koriilmények
kozo6tt azonban a haszonndvények mellett mas ndvények jelenlétével is szamolni kell, amik a
hozzaférhetd vizért versengenek. Ezt a kompeticiot, kiilonosen, ha az kiilonbozo
vizgazdalkodasi stratégidt kovetd novények kozott zajlik, vizsgélataink elott kevéssé

jellemezték.

A viztakarékos ladfii mutansok (pl. eral Pei et al 1998, gcrl Pandey and Assmann 2004,
cbp20 Papp et al 2004) izoldlasanak feltlind jellegzetessége volt, hogy azokat nem a
vizmegtartdsra vonatkoz6 direkt screenek soran izolaltdk, hanem egyéb moddokon, pl ABA
tulérzékenység révén, vagy reverz genetikai megkozelités alkalmazasaval. Ez felvetette annak
a lehetdségét, hogy az izoldlni kivant viztakarékos (mutans) €s a vad tipust (hozzéajuk képest
pazarld) novények kozott gyokér kontaktus esetén interakcid zajlédhat le, ami gatolja a

mutans fenotipus megjelenését egy direkt screen kisérletben.

3.7 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-bifoszfat karboxilacid hatékonysaganak
csokkenése (Wise et al, 1991) vagy oxidativ stressz okozta membrankarosodasok (El-Tayeb
2006) is okozhatjak. Hogy milyen mértékben feleldsek a kiilonb6zd faktorok a CO, megkotés
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
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vizhidny esetén kezdetben a sztdma konduktancia, késobb viszont a CO, beépiilés jelenti a
szlik keresztmetszetet a fotoasszimilacioban (Flexas and Medrano 2002; Lawlor 2002). Hogy
a sztoma konduktancia mekkora csokkenése okozza mar a fotoszintézis gatlasat, nagy
gyakorlati jelentdségli. Ez a paraméter szantofoldi koriilmények kozott a megengedhetd
vizhidny mértékét hatarozza meg (pl. deficit ontdzésnél). Masrészrdl iranymutatast ad arra
nézve is, hogy a gazcsere mesterséges csokkentése (pl. transzgénikus modositas segitségével)
mennyiben fogja vissza a biomassza gyarapodas alapjaul szolgdldo fotoszintetikus
folyamatokat. Kedvezétlen esetben a vizgazdalkod4ds vonatkozasaban nyert eldnyt a

produktivitas csokkenése talkompenzalhatja.

A cbp20 Arabidopsis mutans gazcseréje korlatozott (Papp et al 2004), ami lehetdséget
nyujtott a gazcsere €és a fotoszintézis limitdcid Osszefliggésének vizsgalatdra ebben a
modellrendszerben. Kisérleteinkben tehat arra kerestiink valaszt, vajon a korlatozott gazcsere
a cbp20 mutacid esetén hogyan befolyasolja a fotoszintetikus folyamatokat normal, illetve

korlatozott vizellatas esetén.

3.8 A kutikula képzddése, szerepe a szarazsagtiirésben és a vizvesztésben

A kutikula, mint a novény 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, karos UV sugérzas visszaverése (Schreiber 2010; Jager
et al 2011; Deédk et al 2010; Nawrath, 2006). A zold novényi hajtasok mellett a termések,
gyimdlcsok kutikulajanak is alapvetd €lettani szerepei, és ebbdl kovetkezden nagy gazdasagi
jelentésége van. A kutikula szerkezetét €s képzddését régota vizsgaljak (Jenks et al 2002).
Rétegelt, rendezett strukturaju, egy kutin poliészter matrixbol €s abba, illetve arra rakodé
viasz komponensekbdl all, kevéssé¢ jellemzett Osszetevdje ugyanakkor a nem
depolimerizalhatd kutan (Samuels et al 2008). Az ultrastruktura és feltehetdleg a rétegek
Osszetétele is valtozo fajonként, szervenként illetve novekedési fazisok szerint is, errdl
azonban még csak részleges informdciok allnak rendelkezésre (Nawrath, 2006). A legtobb
ismeret az Arabidopsis thaliana kutikulajardl gytlt 6ssze (Jenks et al 2002, Kunst and
Samuels 2009, Bernard and Joubes 2013), de egyéb fajokrol is egyre tobb adatot kdzdlnek
(Buschhaus and Jetter 2011, Martin and Rose 2014).

A kutin, kutan és viaszok kémiai Osszetétele, valamint a rétegek ultrastrukturaja hatarozza

meg a kutikula fizikai tulajdonsagait, példaul vizateresztd képességét. Ezek Osszefliggéseirdl
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még aranylag keveset tudunk. Feltételezik, hogy a kutikula nem egységes feliilet, hanem
domén szerkezetii. A lipofil anyagok a homogén lipid doméneken at diffizidval, mig a polaris
molekuldk hidrofil pérusokon juthatnak at rajta (Buchholz 2006, Schonherr 2006). A
permeabilitast a kutikula fajfiiggd jellemzdéi mellett az atjutdé molekula tulajdonséagai (pl.
mérete), illetve kiilsé koriilmények, pl. homérséklet befolyasoljak. A kutikula transzport
folyamatait aktivan kutatjak, az ezen az Uton torténd anyagfelvételnek komoly gyakorlati
jelentésége van, példdul a novényvédo- és egyéb permetszerek felszivodasaban ¢és a

lombtragyazasnal.

A kutikula alkot6inak bioszintézise modell novényekben viszonylag jol feltart (5. abra). Az
epidermisz sejtek plasztiszaiban képz6dd palmitinsav €s sztearinsav az ER zsirsav elongacids
komplexében hosszabbitddik nagyon hosszii lanct zsirsavakkd, amelyek tovabbi
moddositasokon eshetnek at, kialakitva a kutikuléris lipidek végso profiljat (Jetter et al, 2006).
A zsirsav-szarmazékok mellett, fajtol fiiggden egyéb lipofil anyagok is felhalmozodhatnak a
kutikula rétegeiben. Alma esetében ilyen példdul az egészségvédd hatasu pentaciklikus
triterpén urszolsav (He and Liu 2007), vagy a paprika kutikuldban az amyrinek (Bauer et al
2005). A kutikula f6 tomegét alkotd zsirsav szarmazékok bioszintézis€ében résztvevo
enzimeket kodolo gének kozil tobbet jellemeztek, klonoztak (Kunst and Samuels, 2009).
Ezek a C16 és C18 lancok hosszabbitasa mellett tovabbi dekarbonilacios, oxidacios,
redukcios, észterezddési stb 1épésekben milkkodnek kozre. A bioszintetikus reakciok
felderitésében sok segitséget nyujtott a ladfii kutikula mutansok (pl eceriferum, Jenks et al
1995, Kunst and Samuels 2003, 2009) jellemzése.

19



dc_741 13

Plastid
Fatty acyl-ACP
FATB
Fatty acid

ketone - ~
' MAH1
2°alcohol - -~ -
e

Fattyacyl-CoA'  ,jkane

Current Opinion in Plant Biology

5. abra: Kutikularis lipidek bioszintéziséhez vezetd anyagcsere utak a ndvényi epidermisz sejtekben. FAS:
zsirsav szintaz komplex; FAE: zsirsav elongaz komplex; VLCFA: nagyon hosszl lancu zsirsav; PM: plazma

membran, ER: endoplazmatikus retikulum (Kunst and Samuels 2009)

A kutikula-specifikus bioszintetikus utak ismert résztvevoi kozé tartozik az Arabidopsis
LACERATA gén terméke (CYP86AS enzim) amely a C16 és C18 zsirsavak w—hidroxilaciojat
végzi (6. abra). Ezek a monomerek késobb feltehetéen a kutin bioszintézisben hasznaldédnak

fel (Wellesen et al, 2001).
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6. abra: [acerata 1udfii mutans (balra), az azonos kori vad tipusu ndvénnyel (jobbra) Osszehasonlitva. A
pleiotrop fenotipusban csokkent apikalis dominancia, féltérpe ndvekedés és lassu fejlodés mutatkozik meg

(Wellesen et al. 2001).

A kutikula komponensek felszin fel¢ iranyuld transzportjaval kapcsolatban maig is tobb
nyitott kérdés maradt. Feltételezik, hogy ,,ATP binding cassette” transzport fehérjék juttatjak
at a zsirsavszarmazékokat a plazma membrdnon (Panikashvili et al 2007). A viasz
komponensek szallitasaban a glikozil-foszfatidil-inozitol kapcsolt lipid transzport fehérjék
részvétele valoszinii (Kim et al 2012). A transzportfolyamatok részletei koriil azonban még
sok a bizonytalansag. A kutikula képzddést (bioszintézist €s transzportot) szabalyozd gének
koziil tobbet is azonositottak (Borisjuk et al 2014). Ezek kozott emlithetdk példaul a MYB
csaladba tartoz6 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 (7. abra).
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7. abra: A WIN/SHN1 AP2-ERF tipusu TF taltermelése ludfiiben a kutikularéteg vastagodasat okozta (Broun et
al 2004).

A TF-ok mellett a kutikula alkotok képzdédésének poszttranszkripcids szabalyozasat is
valoszintisitik. Hooker et al (2007) azt talaltak, hogy a kutikula fejlédését befolyasolo CER7
gén feltételezhetden egy exosome alegységként miikodé exoribonukledzt kodol. Adataikbodl
arra kovetkeztettek, hogy ennek az RNS bontd komplexnek a miikodése valosziniileg egy
szabalyoz6 gén mRNS-én at a viasz bioszintézis egy korai kulcsenzimének

(CER3/WAX2/YRE) szintjét befolyasolja.

Kertészeti fajok koziil a paradicsom, mint modellnovény kapott a kutikula biologiaja
szempontjabol is a legnagyobb figyelmet (Bargel and Neinhuis 2005, Lopez-Casado et al
2007, Isaacson et al 2009, Matas et al 2011). Egy hosszu ideig tarolhat6 paradicsomfajta
termésén a kutikula alkotok fokozott mennyiségét mutattak ki (Saladié et al 2007), mig az
epidermalis lipid bioszintézis célzott megzavarasa fokozott vizvesztéshez vezetett (Leide et al

2007).

Az alma hazank gylimdlcstermesztésének egyik legfontosabb terméke (500 ezer tonna
termés/év 2008-2010 kozott). Altalaban hosszh hiitott tarolas utan keriil forgalomba, ami alatt
a gyimolcs felszini kutikulan at torténd apadasi veszteség jelentds lehet. E mellett a kutikula
befolyasolhatja az alma egyes korokozoi, pl. a venturids varasodas (Venturia inaequalis)
elleni ellenalld képességét, de a viaszosodas mértéke a vasarlok preferencidira is hatassal van.
Az alma gyiimolcs kutikula gazdasagi jelentOségét tobb megfigyelés is aldtamasztja. A
gytimolcs felszinére mesterségesen felvitt vékony viaszréteg a tarolhatosagot €s tetszetdsséget
is javitja (Meheriuk and Porritt 1972). A ‘Magyar Kormos Renet’, ‘Parker Pepin’, ‘Reinette
Russet’ vagy ‘Saint Edmund’s Pippin’ boralmékon a folyamatos kutikularéteg hidnya a
parasodd borszovet szuberinizacidja ellenére gyors vizvesztéshez vezet. Az alma
kutikulajaval kapcsolatban a molekularis biologia teriiletén is sziilettek figyelemremélto
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eredmények. Egyes fajtak viasz Osszetételét mar leirtak (Verardo et al 2003), a kutikula
strukturajat pedig konfokalis lézer pasztazd mikroszkoppal vizsgaltak (Veraverbeke et al
2001). A kutikuldris viaszok képzddése az etiléntermeléssel parhuzamosan zajlik, és attol
figgdnek bizonyult (Ju and Bramlage 2001). Az alma gyiimdlcsben kifejez6dé gének
szadmbavételét tobb microarray kisérlet is célozta. A gyiimdlcshiisban kimutathatd mRNS-eket
levelek és viragok mRNS készletével vetették 0ssze (Janssen et al 2008, Lee et al 2007),
illetve érés soran indukalodo géneket kerestek (Costa et al 2010). Ezeknek a vizsgalatoknak
tovabbi lendiiletet adhat az alma genom szekvencia kdzelmultbeli kozzététele (Velasco et al

2010).

A buiza a viladg egyik legnagyobb mennyiségben termesztett haszonnévénye. Szarazsagtiirésre
valo nemesitése a globalis klimavaltozds miatt aktualis feladat, amiben hazank is jelentOs
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 szabalyoz6 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 szabalyozo transzkripcids faktorok koziil a modellndvényekben
legjobban jellemzett példa az AP2/ERF tipusi WIN/SHN géncsalad, amelyhez kdzvetlentil
kothetd a kutin bioszintézis serkentése (Kannangara et al. 2007, Shi et al. 2011). Egy
paradicsom WIN/SHN3 ortolog (SISHN3) tultermelése a levelek kutin monomer mennyiségét
specifikusan novelte, ami szintén ezt a szerepet tdmasztja ala (Buxdorf et al. 2013).
Gabonaf¢lékben eddig arpaban (Taketa et al. 2008) és rizsben (Wang et al. 2012) irtak le a
WIN/SHN csaladhoz tartozd transzkripcids faktorokat. Buzaban Kosma ¢és munkatarsai
(2010) azonositottak a kutikulaval feltehetéen Osszefliggd géneket hesszeni légy kartételével
kapcsolatban. Ezek kozott volt az eddig buzaban egyetlenként leirt, kutikula képzddéshez
kapcsolhat6 jelolt transzkripcids faktor, egy MYB30 homolog gén. Ennek kifejezOdése és
egyes specifikus viasz komponensek megjelenése kozott a szerzOk Osszefliggést tudtak

kimutatni.

A kutikula és a szarazsagtiirés kapcsolatdt modell és haszonndvényekben is kiterjedten
vizsgaltdk. A gazcserenyilasok bezarodasaval a perisztomas parologtatds jelenti a f0

vizvesztési utat, igy a kutikula nyilvdnvaléan alapvetd szerepli a vizhianyos ndévény
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vizhaztartasaban. A kutikula viaszainak oldoszeres leoldasa a vizvesztés dramai ndvekedését
okozza levélen és termésen egyarant. A kutikula és a haszonndvények szarazsagtiirése
azonban Osszetett kapcsolatot mutat. A novényfajok/fajtak egy része a vizhidnyra nem, vagy
lassan reagal a gazcserenyildsok zarasaval, ezekben tehat nem a kutikula a parologtatas sziik
keresztmetszete. A felszini (epikutikularis) viaszrétegrol pedig tobb esetben kimutattak, hogy
inkabb a napfény visszaverésében, szétszorasaban és a ndvény hohaztartasaban van szerepe.
A kutikulan at torténd rezidualis vizvesztés borso fajtak kozott nem fliggdtt a hajtas viasz
fedettségétol, a fedettebb fajtak hédmérséklete alacsonyabb, betakaritdsi indexiik magasabb
volt a kevésbé fedetteknél (Sanchez et al 2001). Kim et al (2007), ugyanakkor szdja fajtak
Osszehasonlitdsakor a maghozam ¢és a viasz fedettség inverz Osszefliggését talaltak.
Egyértelmii bizonyitékok utalnak arra, hogy a stresszhatasok, pl. a vizhidnyos illetve so-
stressz egyes fajok esetében serkenti a kutin réteg (Kosma et al 2009, 8. abra) valamint a

kutikularis viaszok képzodését.
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8. abra: I: Ludfl levél kutikuldjanak vastagodasa vizhianyos periodus utan (B) és sohatasra (D), a kontrollokkal

(A, C) 6sszehasonlitva. II. A vastagodott (B) kutikula rezidualis parologtatasa csokkent.

24



dc_741 13

Cameron et al (2006) diszdohdny levelek viasz fedettségét vizsgalta tobb szarazsag stressz
periddus utan. A viasz mennyiség egyeértelmi novekedését, valamint a rezidualis parologtatas
csOkkenését tapasztaltak, ami ebben az esetben a képzddott viaszok kedvezd hatdsat mutatta a

vizmegtartasra.

Buzaban Rawson és Clarke (1988) szerint vizhianyos korilmények kozott a kutikulan at
torténd vizvesztés aranya magassa valik, ami a struktira potencialis jelentdségét bizonyitja
ebben a fajban is. Gabonaféléknél eddig elsdsorban a kutikula viasz 6sszetevdinek lehetséges
szerepét vizsgaltdk a szdrazsagstressz alatti hozamcsokkenéssel, illetve a rezidualis
parologtatassal kapcsolatban. Gonzalez és Ayerbe (2010) a hozam ¢és a feliiletrdl leoldhat6
viasztartalom kozott pozitiv, mig a hozam és rezidualis parologtatas kozott negativ
Osszefliggést mutattak ki. Méasok azonban megkérddjelezték a feliileti viaszok meghatarozo
szerepét mind a rezidualis parologtatdssal mind a szarazsagtiiréssel kapcsolatban (Larson and
Svenningson 1986; Merah et al. 2000). Az epikutikuldris viaszkristdlyok okozta hamvassag
vizhidnyos termesztési viszonyok kozott szintén nem jelentett eldnyt kdzel izogenikus buza
vonalak kozott (Johnson et al. 1983). A kutikula masik f6 alkotdja, a kutin matrix tekintetében
nincs tudomdsunk Osszehasonlitd vizsgalatokrol gabonafélék esetében. Meg kell tovabba
jegyezni, hogy az eldbbiekben bemutatott vizsgalatokat a bliza nagyszamu, eltérd genotipusan
végezték, amelyek szdrazsagstressz alatti viselkedése nem feltétleniil egyforma. Schoppach és
Sadok (2012) jelent6s kiilonbségeket tartak fel kiilonbozd buzafajtak esetében a sztomazaras
dinamikajaban, Gall¢é et al (2013) kozolt eredményei pedig alatamasztjak a buzafajtak kozott
ilyen kiilonbségek meglétét. Ez felveti annak a lehetdségét, hogy a kutikularis parologtatas
jelentésége sem minden genotipusban egyontetii. A fent bemutatott eredményeket attekintve
arra a kovetkeztetésre juthatunk, hogy a kiilonb6zd fajok, sét fajtak kutikulai kozott a

széarazsagtlirésben jatszott szerepet tekintve jelentds kiilonbségek lehetnek.
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4. A KUTATASOK CELKITUZESEI

A transzkripcios géncsendesités mlekularis mechanizmusainak felderitése: a DNS metilacio
szekvencia szintli vizsgalata, TGS-ben résztvevd lokuszok szerkezetének jellemzése, siRNS

szekvencidk meghatarozasa TGS rendszerben.

A DCLI enzim sejten belili lokalizaci6janak meghatarozasa. dcl/l mutacido ¢és
kompartmentekbe iranyitott virdlis szupresszor fehérje TGS siRNS-ekre és egy miRNS-re

gyakorolt hatasainak 6sszehasonlitésa.

Megvaltozott stressztlirést Arabidopsis mutansok azonositasa pleiotrop tulajdonsagok

szirésével.

Egy Ujonnan izolalt szarazsagtiird, viztakarékos mutans (cap binding protein 20) jellemzése
genetikai, €lettani, stresszélettani ¢s dkofiziologiai vonatkozasban. Kisérlet hasonld fenotipus

létrehozasara géncsendesitéssel paradicsomban.

A chbp20 mutans borszovetének részletes anatomiai vizsgalata, kiilonds tekintettel a

kutikulara.
Viztakarékos mutansok szarazsagtiird fenotipusanak jellemzése vizért valo versengés esetén.

Gyiimolcs kutikula 6sszehasonlitd morfologiai vizsgdlata almafajtdkban, és a kutikula

képzddés folyamataiban feltehetden résztvevd gének azonositasa.
A kutikula mikromorfologidjanak osszevetése eltérd szarazsagtiirésii buzafajtak kozott.

Egy, a kutikula fejlodését szabalyozo buza transzkripcios faktor funkcionalis azonositésa.
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5. ANYAGOK ES MODSZEREK

5.1 Az alkalmazott baktériumtorzsek, vektorok, modosité enzimek

A bemutatott kisérletekben a kiilonféle génkonstrukciok eléallitasdra €s szaporitasara az
Escherichia coli tobb killonbozé torzsét hasznaltuk gazdaként. Altalanos klonozasi
feladatokra a DH5a, TG1 (Lucigen), TOP10 (Invitrogen), JS5 (BioRad) és az XL1-Blue
(Stratagene), rescue klonozashoz a SURE (Stratagene) baktérium torzseket hasznaltuk. Utobbi
esetben a nagy, és gyakran repetitiv inszertek atrendezddéseinek megakadalyozasa miatt volt
sziikkség a rekombindcioban erdsen gatolt gazdara. A ndvény transzformaciokhoz az
Agrobacterium tumefaciens LBA4404 (Hoekema et al 1983) ¢s GV3101 (Koncz and Schell
1986) torzseit hasznaltuk. A klonozasi feladatokhoz tobbféle vektortipust alkalmaztunk. A
phagemid vektorok koziil a pBluescriptlIKS (Stratagene) haszndlata volt az altalanos, illetve
esetenként a pUCI8 (Yanisch-Perron et al 1985) plazmidé. Hagyma epidermiszben
biolisztikus tranziens expressziot a pDHS51 plazmid (Pietrzak et al 1986) szarmazékainak
segitségével végeztiink. A ndvényi transzformaciora szant szekvencidkat pCAMBIA1300
(Cambia BioForge), pCP60 illetve 35S promoter és 35S terminator elemekkel kiegészitett
pGreen0179 (Hellens et al 2000) binaris vektorokba klonoztuk. A génkonstrukciok
eloallitasahoz hasznalt modositd enzimeket tobbféle forrasbol szereztiik be. A restrikcids
endonukleazokat, T4 DNS-ligdzt, Taq-polimerdzt, egyéb moddositdé enzimeket, dNTP
nukleotidokat, valamint az enzimreakciokhoz sziikséges pufferoldatokat a Biolabs, a
Magyarorszagon végzett kisérleteknél a Fermentas széllitotta. A buza ¢és alma RT-PCR
reakciokat GoTaq (Promega). a klonozasra szant bluza szekvencidk amplifikalasat Advantage2

(Clontech) Taq polimerazokkal végeztiik.

5.2 DNS tisztitas, polimeraz lancreakciéo (PCR), oligonukleotidok

Bakterialis plazmid DNS kivonasnal Qiaprep Spin Mini Kit-et (Qiagen) vagy Plasmid DNA
Extraction Miniprep System-et (Viogene) alkalmaztunk. Agardz gélbdl, illetve PCR reakcio
utani DNS fragmens tisztitashoz Illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit-et
(GE Healthcare Life Sciences) hasznaltunk. Novényi DNS kivondsra a DNeasy Plant System
Mini Kit-et (Qiagen), vagy a Plant Genomic DNA Extraction Miniprep System-et (Viogene)
alkalmaztuk. PCR reakciokat MJ Research Minicycler PTC-150 Thermal Cycler, Perkin-
Elmer/Cetus Model 480 DNA Thermal Cycler, Perkin Elmer 9600 Gene Amp PCR System,
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Eppendorf Mastercycler DNA Engine Thermal Cycler PCR késziilékekben futtattunk.
Novény genomi DNS szakasz felszaporitasanal 32-35 ciklusszamot alkalmaztunk, RT-PCR
reakcioban 28-30 ciklust. A denaturacid/csatolds/lanchosszabbitds idejét altalaban 30/30/60
masodpercre allitottuk, a lanchosszabbitas idejét hosszabb (>1 kilobazis) termék esetén
aranyosan megemeltiik. A csatoldsi hdmérsékletet altalaban 55°C-nak vélasztottuk, buza
szekvencidk esetén 60°C-on futtattuk a reakciokat. Erre azért volt sziikség, mert a buza DNS-
ben a G/C bazisparok aranya altaldban magas. A lancreakciok inditasdhoz sziikséges sajat
tervezésli primereket az MWG (Ebersberg, Németorszag), Biolegio (Nijmegen, Hollandia)
Biomi (G6dolld, Magyarorszag), illetve Sigma (St. Louis, MO) cégek szintetizaltdk ¢és

szallitottak.

5.3 Klonozas, bakterialis transzformacio

Az alapvetd génsebészeti és klonozasi technikdkat Sambrook et al (1989) kézikonyve alapjan
végeztiik. A baktériumok transzformalasara rutinszerien a hdésokk mddszert alkalmaztuk.
Ennek sordn Escherichia coli gazda baktériumot jégen SOmM CaCl, oldattal kezeltiik, majd a
transzformalni kivant DNS-el egyiitt 42 °C-os hésokknak tettiik ki. A mintat folyékony
taptalajban tortént egy Oras 37 °C-os inkubacio utan szilard taptalajra szélesztettiik, mely a
szelekcio céljabol antibiotikumot tartalmazott. A transzformacid az Agrobacterium
tumefaciens esetében is hasonléan zajlott, itt azonban 37°C helyett 30°C-os inkubalast
alkalmaztunk. Egy tovabbi eljaras ugyanebbdl a célbdl az elektroporacid volt. Itt a steril
desztillalt vizzel tobbszor mosott baktériumokhoz kevertiik a transzformalni kivant DNS-t,
majd Escherichia coli Pulser Unit (Bio-Rad) késziilék celldjaban nagyfesziiltségii
aramiitésnek tettiik ki a mintat. A sikeresen transzformalt baktériumok szelekcioja az eldbbiek

szerint tortént.

5.4 Biszulfit szekvenalas és félautomata szekvenalas

A genomi (biszulfit) szekvenalasban Frommer et al (1992) modszerét kovettiik, a Meyer et al
(1994) éltal javasolt modositasokkal. Egy tovabbi valtoztatast tettlink a protokollon,
amennyiben a biszulfit kezelt DNS mennyiségét 100 pg-ra emeltiik. Kontrollként pDHS51
plazmidot alkalmaztunk, amely 35S promotert tartalmaz. A kontroll (nem metilalt) 35Spro
Citozinok maradéktalan konverzidja a reakcio teljes lefutasat jelezte. Mindkét DNS szalra egy

kiils6 €s egy belsd primer part alkalmaztunk 2 nmol/ml koncentracioban. A felsd szalon egy
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23-mer-t (5’-GAAGATAGTGGAAAAGGAAGGTQG) és egy  24-mer-t (5°-
CCTCTCCAAATAAAAAAAACTTCC) hasznaltunk kiils6 primerként, egy 34-mer-t (5°-
CCATCGATGAAAAGGAAGGTGGRTRRTACAAATG, R=C vagy T) és egy 31-mer-t (5’-
GCTCTAGAAATAAAAAAAACTTCCTTATATA) belsé primerként. Az alsé szalon egy
31-mer-t (5’-AAAAAAAAAAATAACTCCTACAAATACCATC) és egy 29-mer-t (5°-
GAATTTTTTTATATAGAGGAAGGGTTTTG) hasznaltunk kiils6, valamint egy 38-mer-t
(5’-CCATCGATAACTCCTACAAATACCATCATTRCRATAAA; R=G vagy A) és egy 36-
mer-t (5’-CGGAATTCTATAGAGGAAGGGTTTTGRGAAGGATAG; R=C vagy T) bels6
primerként. A hagyomanyos, félautomata szekvencia analizist ThermoSequenase cycle
sequencing kit (Amersham) végeztiik, IR jelolt oligonukleotidok felhasznalasaval (MWG
Biotech). A reakciotermékeket LI-COR DNA Sequencer Long Read IR 4200 system (LI-
COR) késziiléken futtattuk.

5.5 Genomi fag és kozmid génkonyvtarak készitése, rescue klonozas

Dohény novényekbdl kivont DNS-t Sau3A restrikcids enzimmel részlegesen emésztettiink.
Kozmid klénozashoz ezt pWE15 vektorba (Stratagene), fag konyvtar készitéséhez Lambda
FIX II/Xhol partial fill-in vector kit-be (Stratagene) ligaltuk, majd GIGA Pack III Gold
pakolo elegy (Stratagene) segitségével hoztuk létre a klontarakat. Rescue (mentéses) klonozas
céljabol a K, dohany vonalbdl DNS-t izolaltunk, azt Bg/II restrikcids enzimmel emésztettiik,
ligaltuk, majd elektroporalassal juttattuk be Epicurian Coli SURE kompetens sejtekbe
(Stratagene). A ludfli Chp20 lokuszanak klonozasahoz EcoRI és Hindlll restrikcios emésztett
genomi DNS-t ligaltunk, majd transzformaltunk kompetens TOP10 Escherichia coli

baktériumba (Invitrogen).

5.6 RNS tisztitas, hibridizaciok

Dohany névények levelébdl az RNA-Clean System (AGS) kit segitségével tisztitottunk RNS-
t, a gyartd eldirasait kovetve. Az RNS koncentraciot és tisztasagot GeneQuant RNA/DNA
Calculator késziilékkel ellendriztilk (Pharmacia). Buza ¢és ludfii szovetek esetében Tri-
Reagent-t (Sigma ill. Molecular Research Center) hasznaltunk, a gyartok eldirasai szerint.
Alma gylimélcs szovettdjaibdl Asif et al (2006) polifenol és poliszacharid gazdag mintdkra
ajanlott modszerével tisztitottunk RNS-t. A kivont RNS-t a szennyez6 DNS eltavolitasa

céljabdl DNaz I enzimmel kezeltiik (Fermentas), majd fenolos extrakcioval jra tisztitottuk.
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Az RNS mindséget spektrofotométer segitségével ellendriztilk (NanoDrop Technologies).
Northern hibridizacié céljaboél azonos mennyiségli RNS mintakat futtattunk denaturald
formaldehid-agar6z gélen, majd azokat Sambrook et al (1989) altal leirt médon Hybond N
(Amersham) membranra blottoltuk, majd hibridizaltuk. A préba **P jelolésére Multiprime
DNA Labelling system kit-et vagy Ready-To-Go kit-et (Amersham) hasznaltunk. A genomi
fag és kozmid génkonyvtarak screen-elése ugyanezzel a médszerrel jelolt probak segitségével
tortént, a klonozd kit-et gyartd (Stratagene) eldirasai szerint. A Lambda ZIPII kit esetén a
lemezelt fag konyvtarat nitrocelluloz filteren denaturaltuk, semlegesitettiik, majd Stratalinker
UV crosslinker segitségével rogzitettiik (Stratagene). Prehibridizaciot kdvetden a filtert jelolt
probaval hibridizaltuk, majd a nem specifikus jeleket mosassal eltavolitottuk. Az expoziciot
kovetden pozitiv jelet add plakkokat tovabbi szaporitds utani hibridizacids 1épésekkel
tisztitottuk. A pWE15 kozmid klonokkal hasonld eljarast kovettiink, azzal a kiilonbséggel,
hogy a lemezelést kovetden, a filterre vitel eldtt a baktérium telepekrdl replikat készitettiink,

az eredeti lemezt pedig in situ lizaltuk a sejttartalom feltdrasahoz.

5.7 Kis RNS-ek klonozasa

A kis RNS-ek klonozasaban Mette et al (2001) modszerét hasznaltuk, a Djikeng et al (2001)
altal javasolt dusitasi lépéssel kiegészitve. A promoter szekvenciarol atirt, biotinalt szensz €s
antiszensz RNS-t a tisztitott, és linkerhez kapcsolt kis RNS-ekrdl atirt, PCR amplifikalt
cDNS-hez anellaltuk, majd az RNS-DNS hibrid molekulakat streptavidinnal kapcsolt
Dynabead részecskékhez (M280; Dynal Biotech) kotottiik. A kotés utdn mosast, majd a
biotinalt RNS-hez valé anellalasatél kezdve Ujra megismételtiik a teljes szelekcidt és
amplifikaciot. A végtermék fenolos tisztitasa utan a kis RNS-hez kapcsolt linkeren restrikcios

emésztés, majd klonozas eredményezte a szekvenalhato klonokat.

5.8 RT-PCR, real-time PCR

Az RNS mintdk cDNS-re valé atirdsahoz First Strand cDNA Synthesis Kit-et hasznaltunk
(Fermentas, Vilnius, Lithuania), a gyarto eldirdsai szerint. Az RT-PCR-t alma esetében
GoTaq Flexi DNA Polymerase-al (Promega) végeztiik 55°C anellalasi hdmérsékleten, a buza
mintakat Advantage-GC2 polymerase mix-el (Clontech) 60°C-os anellalassal amplifikaltuk,

mindkét esetben 30-as ciklusszam mellett. Az alma cDNS-eken végzett valds idejii qPCR
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reakcidkat ImmoMix (Bioline) reakciokozegben, EvaGreen (Biotium) jelolés mellett Corbett
RotorGene 6000 PCR késziiléken futtattuk (Corbett Research) az annak gyartdja altal ajanlott
ciklus paraméterekkel. Az amplifikalt termékek olvadaspont analiziséhez a Rotor-Gene 6000
Series Software 1.7 mennyiségi 6sszehasonlitd funkcidjat hasznaltuk. A LCR génre vonatkoz6
kifejez0deési értékeket a UBQI1 referencia génhez viszonyitva a REST © 2009 software

felhasznalasaval szamoltuk ki.

5.9 Bioinformatikai modszerek

A szekvencia kereséseket a BLAST (Altschul et al. 1990) program segitségével hajtottuk
végre. Szekvencidk Osszeillesztésére a Needle (EMBOSS) vagy a CLUSTAL W (2.1)
(Chenna et al 2003) programokat hasznaltuk. Oligonukleotid primerek tervezéséhez a Primer

Premier (Premier Biosoft), vagy a Primer3 szoftvereket (http://primer3.sourceforge.net/)

vettiik igénybe.

5.10 A Kkisérleti novények nevelése és keresztezése

Buza (Triticum aestivum) és ladfu (Arabidopsis thaliana) ndvényeket fitotronban (Conviron)
illetve in vitro korilmények kozott neveltiink, mig dohdnyt és paradicsomot liveghazi
koriilmények kozott is vetettiink. Ludfii novények esetében fitotronban az elsé 4 héten rovid
nappalos (14/10 6ra sotét/fény) majd hossza nappalos (10/14 6ra sotét/fény) megvilagitast
alkalmaztunk 21 °C hémérséklet mellett, a fényerdsség 120 pEinstein m™ s volt. A magokat
CompoSana type II foldbe vetettiik (Compo). Dohany (Nicotiana tabacum) és paradicsom
(Solanum Ilycopersicum) novények nevelése hosszi nappalos koriilmények kozott, hasonlo
megvilagitasi erdsség mellett 24 °C-on zajlott. Ludfli ndvények nagyléptékii fenotipusos
screen-elésénél a fitotronban eldnevelt novényeket liveghdzban {iltettiik szét, majd neveltiik
tovabb. A buza fitotronban torténd nevelésének koriilményeit Tischner et al (1997) irja le.
21/14 °C max/min hémérséklet mellett a megvilagitds 500 umol m™s™, a talaj fold-homok-
tézeg (3:1:1, v/v/v) 6sszetételi volt. Dohany ¢€s paradicsom steril vetéshez a magokat 5%-os
HYPO oldattal 0,01% Tween 20 detergens jelenlétében 10 percen at kezeltilk. Ezutdn a
magokat steril desztillalt vizzel haromszor lemostuk, majd cukormentes 1/2 Murashige and
Skoog (MS) taptalajra vetettiik. Ludfli magok feliiletét Ca(OCl), segitségével sterilizaltuk,
amit ezutan tobbszOrds steril desztillalt vizes mosdassal tavolitottunk el. Az igy sterilizalt

magokat 0 — 3 % szacharozt tartalmazo 1/2 MS taptalajra vetettiik. A steril magvetéseknél
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alkalmazott MS kozeg antibiotikumokat illetve a késobb leirtak szerint hormonokat
tartalmazhatott. Szelekciohoz dohanynal 40 — 800 pug ml” Hygromycint vagy Kanamycint,
ladfiinél 50 pg ml' Hygromycint alkalmaztunk. Ludfii esetében az ABA érzékenység
vizsgalatanal az in vitro tapkozeget 0,3 uM ABA-val egészitettiik ki. Buza ABA érzékenység
vizsgédlathoz a magokat Petri csészébe fektetett nedvesitett szlirépapiron, nem steril
koriilmények kozott csiraztattuk, 0, 10 vagy 20 uM ABA jelenlétében. A ludfii kompeticids
kisérletekhez 9 novényt {iltettiink egy tenyészedénybe egymastdl kb 6,5 cm tavolsagra. A
tenyészedények tomege 900 — 1100 g volt szant6foldi vizkapacitasnal. Keresztezésekhez az
¢retlen portokokat tartalmazé virdgot emaszkulaltuk, majd a termdket f6160s mennyiségi €rett

pollennel termékenyitettiik meg.

5.11 Novénytranszformaciok

Tranziens génkifejezés céljabol biolisztikus transzformaciot hagyma epidermisz sejteken
végeztiink Mette et al (2002) modszerével. Bio-Rad Gene Gun késziiléket hasznaltunk 900
p.s.i. hasado korongokkal (Bio-Rad, Vienna, Austria). A plazmid DNS-t arany (I pm
atmérdjii) microcarrier részecskékre vittiik, a gyartod eldirasai szerint. Ludfli transzformaciot
Clough and Bent (1998) modszerével végeztiink, a vakuum hasznalatanak elhagyasaval. A
binary vektor konstrukciokat Agrobacterium tumefaciens-be transzformaltuk (pl GV3101,
LBA4404 torzsek). Stacionaris fazisu baktérium kulturat LB taptalajbol lecentrifugaltunk
(4000g, 10 perc), majd a csapadékot 5% (w/v) szachardz oldatban felszuszpendaltuk. Az
oldatot 0,01% Silwet L-77-el kiegészitettiik, majd a virdgzas korai fazisdban levd, bimb6zo
ludfii hajtasokat (Col-0 6kotipus) meritettiink bele kb 30 mdasodpercig. A ndvényeket egy
napig befolidzva inkubaltuk (Folpack), majd fitotronban neveltiik magfogasig. A
transzformalt utdod novényeket Hygromycin antibiotikumos szelekcioval nyertiik, in vitro
vitro nott szikleveleit Agrobacterium tumefaciens LBA 4404 kultardval inkubaltuk
acetosyringon jelenlétében. A szikleveleket ezutan szelektiv taptalajra helyeztiik 4t amely az
Agrobacterium elolése céljabdl Claforan antibiotikumot tartalmazott. Egy hét mulva
cytokinint, auxint ¢s Kanamycint is tartalmaz6 taptalajra passzaltuk a novényi részeket, ami
fenntartotta a szelekciot a transzformalt ndvényi sejtek szdmdra a regeneracidé indukcidja
mellett. A kalluszosodott szoveteken megjelend hajtdsokat levalasztottuk, majd csak auxin
tartalmi taptalajra tettiik at a gyokeresedés serkentése céljabol. A gyokereket fejlesztett
novényeket akklimatizacid utan fitotronban neveltiik fel.
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5.12 T-DNS mutagenizalt novényvonal gyilijtemény screen-elése

A kollekci6 pPCV6NFHyg konstrukcioval transzformalt Arabidopsis thaliana Columbia
(Col-0) dkotipusu ndvényeket tartalmazott (Koncz et al 1990). A T-DNS transzformalt ladfi
vonalakat egyedileg kezeltiikk. Vetés utan a csiranovényeket fitotronban neveltik rovid
nappalos koriilmények mellett (10 6ra megvilagitds) 4 hétig, majd 15 — 20 ndvényt
genotipusonként liveghdzban neveltiink tovabb. A lathaté fenotipusuk alapjan kivalasztott
egyedekrdl magot fogtunk, majd a bélyeg megjelenését/szegregaciojat a kovetkezo

generaciokban is kovettiik.

5.13 Vizmegvonas koriilményei, a vizhaztartas és kutikula permeabilitas jellemzése

Ludfi novényeken teljes vagy részleges vizmegvonast a virdgzati tengely fejlodés
megindulasdnak fazisdban alkalmaztunk. A novények fenotipusat a vizmegvonas 7-10.
napjan, illetve a 17. napon torténd Ujradntozést kovetden ertékeltiik. Ludfi részleges
vizmegvonasahoz eldkisérletek soran megmértilk a cserepek atlagos tomegvesztését
szant6foldi vizkapacitasig locsolt novények esetében. A csokkentett vizutanpotlas érdekében
az atlagos napi teljes vizveszteség felét (kb 40 ml-t) potoltuk vissza tenyészedényenként. Ezt
a vizmennyiségét a ndvények kozott egyenld aranyban osztottuk meg, a gyokerek mellé
fecskenddvel injektalva. Bliza vizmegvonasat két ciklusban végeztik. Az elsé ciklust a
viragnyilds eldtt 3 nappal kezdtiik, majd a f6ld 10%-0s GWC értékének eléréséig folytattuk.
Ujraontozés utan egy tovabbi ugyanilyen kezelést alkalmaztunk.
A novények vizhaztartdsat tobb modon is jellemeztiik: A fold gravimetrikus viztartalmat
(GWC) a kovetkez6 képlettel szamoltuk: GWC (%) = [(W-DW) / (FW-DW)] x 100, ahol W —
a cserép tomege a mérés idépontjaban, DW — a cserép tomege teljes kiszaritas utan (80C° 24
ora), FW — a cserép tomege szant6foldi vizkapacitdsnadl. A ndvényi teljes vizpotencialt
Scholander bombaval mértilk (PMS610, PMS Instrument Co, Albany, Oregon, USA). A
levelek relativ viztartalmat (RWC) a kovetkezo médon szdmoltuk:
RWC (%) = [(W-DW) / (TW-DW)] x 100, ahol W — a friss tomeg, DW — a szaraz tomeg, TW
— turgid tomeg volt. A szaraz tomeget 80C° 24 dra kezelés utan allapitottuk meg. A turgid
tomeg meghatdrozasdhoz a leveleket 4 O6ra hosszan usztattuk zart térben desztillalt viz
felszinén, majd szarazra torlés utan mértiik. Sotét adaptalt ladfli RWC méréséhez 6 hetes
novények teljes rozettait inkubdltuk 1 oOran at desztillalt vizben. A turgid tomeg

meghatarozdsa utan a friss tomeg csokkenését 160 percen at kovettiik sététben. Az RWC
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értékeket a fenti képlet szerint szamoltuk ki. A kutikula permeabilitdsdt Toluidin Blue
festéssel is vizsgaltuk Tanaka ¢s munkatarsai (2004) modszerével. Ehhez ludfi teljes rozettait
0.025 % Toluidin Blue (Sigma, St Louis, MO, USA) vizes oldatban (w/v) 2 6ra hosszan
inkubaltuk enyhe razatissal. A felesleg festéket vizes oOblitéssel eltdvolitottuk, majd a
leveleket fényképeztilk. A kutikula ateresztdé képességét jellemeztiik a klorofill kioldas
modszerével 1s (Kimbara et al 2012). Ennek sordn 4 hetes rozettakat inkubaltunk 80%-os
etanolban sotétben. 8 percenként vettiink mintat 80 percig, majd 24 ora elteltével utoljara. 664
és 647 nm-en leolvastuk az abszorpciot, a kioldodott klorofill tartalmat a kovetkezd képlettel
szamoltuk: umol klorofill = 7.93 (Agss) + 19.53 (Assa7). Az adatokat ezutdn a friss tomeg 1
grammjara vonatkoztattuk. A 24 ora alatt kioldodott klorofill mennyiséghez, mint 100%-hoz

viszonyitottuk az aktualis értékeket.

5.14 Fotoszintetikus aktivitas, sztoma konduktancia, fluoreszcencia indukcios

paraméterek mérése

A fotoszintetikus aktivitast teljesen kifejlett leveleken egy LCi Portable Photosynthesis
System (ADC Bioscientific Ltd., Herts, UK) segitségével mértiik. Sztéma konduktanciat AP4
Porometer segitségével hatdroztunk meg (Delte-T Devices, Cambridge, UK). Klorofill-a
fluoreszcencia indukcids paramétereket a modulalt miikodéstt FMS-2 miiszer segitségével
mértiink (Hansatech Ltd., King’s Lynn, UK) legalabb 30 perces sotét adaptaciot kovetden.
Quenching paramétereket 5 perces aktinikus megvilagitds utdn nyertink (PPFD =

40 umol m™ s™) Schreiber et al. (1986) modszerét kovetve.

5.15 Pasztazo-, transzmisszios elektron- és fénymikroszkopos felvételek

A pasztazo elektron mikroszkopos vizsgalatokhoz a levél mintdkat 3 oran keresztiil 4 °C-on
2.8% glutaraldehidben 0.1 M HEPES pufferben (pH 7.2) fixaltuk, majd 3 oran at 1% (w/v)
OsO4 —ban utofixaltuk. HEPES pufferben torténd 6blités utan a szoveteket etanol higitasi
sorozatban dehidrataltuk, és kritikus ponton szaritottuk (CPD 030, BAL-TEC GmbH, Balzers,
Liechtenstein). A levél felszineket Zeiss EM-910 elektron mikroszkoppal 80 kV felsziiltségen
vizsgaltuk. Transzmisszios elektron mikroszkopos felvételek készitéséhez a mintakat 1mm’-
es szegmensekre vagtuk, 4 ora hosszan 2.5% (v/v) glutaraldehid 0.05 M Na-kakodilat
pufferben pH 7.2 (CB) fixaltuk, majd 3 o6ran at 4 °C-on 1% (w/v) ozmium tetroxide-ban
0.05 M CB-ben utofixaltuk. A mintakat etanol higitasi sorozatban dehidrataltuk, Spurr féle
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gyantaba (Spurr 1969) dgyaztuk a gyarto eldirasai szerint (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), és
48 oOra hosszan 60 °C-on polimerizaltuk. Ultravékony metszeteket Ultracut E mikrotommal
készitettiink, majd ezeket Formvarral bevont (SPI-Chem, West Chester, PA) nikkel rostélyon
3% (w/v) uranil acetéattal és 0.08% (w/v) 6lom citrattal kezeltiik. A metszeteket Zeiss EM-910
elektron mikroszkoppal (Wetzlar, Germany) 80 kV fesziiltség mellett vizsgaltuk. Hagyma
epidermisz sejtek vizsgalatahoz Leica MZ FLII fluoreszcensz sztereo mikroszkopot
hasznaltunk (Leica, Vienna, Austria), fénykép felvételeket Color-Cool-View CD kamerdval
készitettiink (Photonic Science, UK). Az elkésziilt képeket Image-Pro-plus Version 3.0
(Media Cybernetics, MD) programmal dolgoztuk fel.

5.16 Feliileti viasz fedettség vizsgalata

A feliileti viaszok leolddsahoz az alma gyiimdlcsoket egy percen keresztiil 300 ml
kloroformba meritettilk. A leoldott mintdkat 5 g vizmentes Na,SO, segitségével
vizmentesitettiik, Albet 400 sziir6papiron atsziirtiikk, majd gémblombikokban vékuum
koriilmények kozott 40 °C-on beparoltuk, a visszamaradt viasztomegeket megmértiik. Az
almakat gombnek tekintettiik, feliiletiiket (A) a mért sugaruk (r) alapjan az A=4x r* képlettel

szamoltuk.
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6. EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

6.1 A transzkripcios géncsendesités (TGS) célszekvencidinak orokolheto metilacioja

Dohényban transzkripcios (35S promoteren) ¢és poszttranszkripcids (NiR  génen)
géncsendesités kivaltasara egyarant alkalmas a T-DNS integraciobol szarmazo ’271° lokusz
(Vaucheret et al 1992, 1993). Szintén T-DNS beépiilésével jott 1étre dohany genomban a 35S
promoteren TGS-re érzékeny 'H2’ lokusz, amely e mellett ugyanakkor kivaltani is képes
transzkripcios géncsendesitést arra szenzitiv NOS promoéteren (9. abra). A TGS jelenségét
2717 x H2 keresztezés esetében tanulmanyoztuk, ahol egy rendszerben tudtuk vizsgalni és

Osszehasonlitani a TGS és PTGS folyamatait (Park et al 1996).

271 | 195pronptil PGS AN | paN

9. abra: A promoéter homologia fliggd géncsendesitési rendszeriinkben szereplé konstrukciok szerkezete és

ko6lcsonhatasaik.

A "H2’ és 271’ lokuszokra homozigota vonalakat keresztezve F1 novényeket nyertiink. Az
F1 novényekben a "H2’ lokusz 35Spro-Hygromycin rezisztencia génjének (HPT) atirasa a
sejtmagi run-on kisérlet tanusdga szerint nem volt kimutathaté (Park et al 1996), ami a
csendesités transzpripcios szintjét bizonyitotta. A *271’ lokusz tovabbi hatasaként ugyanakkor
a ’271° transzgénikus vonalakban 4tir6do antiszensz nitrit reduktdz gén (NiR)

poszttranszkripcids géncsendesitd hatasa (PTGS) is megjelent. Ezt a nitrogén hiany jeleként a
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novények sargulasa kisérte. A NiR génrdl képzddo elsddleges, magi mRNS azonban a HPT

génnel ellentétben megjelent, annak degradacidja csak késdbb kovetkezett be.

A °H2’/°271° F1 dohanyndvényeket vad tipust dohannyal visszakeresztezve kapott BC1
generdciot vizsgalva részben meglepd eredményt kaptunk. A varakozasnak megfelelden a
2717 lokuszt nem 0Orokld egyedek nem mutattdk a nitrogénhidny tiineteit, a PTGS a
csendesitd konsrukcid eltavolitdsaval azonnal megsziint. Az utédok negyedénél ugyanakkor a
szegregacio eredményeként a TGS hatas alol felszabadulo H2 lokuszok miatt Hygromycin

rezisztenciat kellett volna tapasztalnunk.

H2 /271 x wt

BC1 seedlings:

25% Hz /271 | Hyg
25% - /271 | NiR—

25% Hz/ - | Hyg

oy F

Ve % » B .
% F : .
§ - w & 4
i - :# - .
L J "" j R S
1N PR Ry
- g 1 _
3 . < a’) -.“. e |
"“& ¥ 4 -

- Hyg +Hyg

10. abra: A H2/271 x wt els6 visszakeresztezett nemzedékben a Hygromycin rezisztencia a varakozassal

ellentétben nem jelent meg.

Ez a tulajdonsdg azonban a BC1 novényeknél egyaltalan nem jelent meg (10. abra), a H2
lokuszt 6rokld BC1 novények Hptll mRNS szintje csak a toredéke volt a H2 sziiléének (11.
abra). Ezzel ellentétben, ¢s a ndovények fenotipusdval 6sszhangban a NiR probaval végzett
Northern hibridizacié eredménye szerint a nitrit reduktaz gén kifejezddése a csendesitd hatés

megsziinésével azonnal az eredeti szintre allt vissza.
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11. abra: Northern blot NiR (felsé panel) és HYG (alsé panel) probakkal a sziiléi, F1 és BC1 nemzedékek
dohanyndvényein. A #3 vonal a ’271’ lokuszt, mig a csillaggal jeloltek a H2 lokuszt 6rokolték. Az S’ RNS

minta nem szelektalt BC1 csiranévényekbdl 6sszekevert novényanyagbdl szarmazott.

A Hptll gén metilaciojanak fokat 4 (csillaggal jelolt, H2-t 6r6kl6) BCI1 vonal esetén Hpall ¢€s
Mspl emésztett genomi Southern blottal kdvetve azt korellacidban talaltuk a Hyg probaval

kapott Northern jel erdsségével (Park et al 1996).

Tovabbi vizsgalatainkhoz a H2*BC1#5 vonalat valasztottuk, amelyben a Hptll gén atirasanak
gatlasa a legnagyobb mértékben maradt meg. A jelenség hatterének felderitésére a H2*BCI1#5
¢és az eredeti H2 ndvények 35S promoterein biszulfit szekvenalast végeztiink. Az eredmények
azt mutattdk, hogy a ’271° lokusz hatasdnak eldzetesen kitett H2 lokusz 35S promoter
szekvenciaja a novények kovetkezd generacidjaban, a csendesitd lokusz jelenléte nélkiil is

magasabb szintli citozin metildcidt mutatott (12. abra).
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12. abra: H2 ¢és H2*BC1#5 lokuszok 35S promoétereinek metilacios mintazata a (-32) és (-232) poziciok kozott,
az atiras kezdetéhez viszonyitva. A szimmetrikus CpG és CpNpG nukleotid kombinaciokat aldhuzas jelzi.
Elébbiek haromszog, utobbiak négyszog alaku jelzései metilacio esetében Kkitoltottek. A nem szimmetrikus
citozinok metilacidjat hasonloképpen, kitoltott illetve iireskordk jelzik. A promoterek metilaciojanak mértéke

kozotti legnagyobb kiilonbségeket mutato régiok keretezettek.

A H2 35S promoterek CpG bazisainak 13,5%-a, a CpNpG-k 19,8 %-a volt metilalt, mig

o

ugyanez az érték a H2*BCI1#5 novényekben 76% illetve 77,5% volt. A stiribben metilalt
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H2*BC1#5 lokusz azonban nem mutatott tovabbi csendesitésre vald képességet. ,,Naiv” H2,
H1 lokuszokkal, vagy egyéb 35S promotert tartalmazo konstrukcioval keresztezve azok
csendesitését nem fokozta, a masodlagos paramutacié jelenségéhez hasonld hatist nem
tapasztaltunk. A BC1 novények tovabbi visszakeresztezésével kapott BC2 generdcioban az
utodok még mindig nem mutattak teljes Hygromycin rezisztenciat, azt csak a késdbbi

generdciokban, vonalanként eltérd gyorsasaggal nyerték vissza.

Kisérleteinkben a transzkripcidos géncsendesitésnél a transzgén hatasdra bekdvetkezd
génkifejez0dés-csokkenés egyiitt jart a cél promoter DNS metilacidjaval. A csendesitd €s
csendesitett konstrukciokat egyiitt tartalmaz6 novényekben a 271 lokusz csendesitést kivalto
35S promoéterei miatt a c€él promoter szekvencia metilacidja direkt modon nem volt
vizsgalhatd. A szegregacid utdn fennmaradd legerdsebb csendesitést mutatd vonalon volt
elvégezhetd a metilacid molekuldris szintli analizise. Az itt megfigyelt metilalt citozin
nukleotidok elsdsorban szimmetrikus (CG vagy CNG) pozicioban voltak. Eredményeink
jelentéségét az adta, hogy egy novényi TGS rendszerben eldszor tudtunk nukleotid szintii
informaciot adni a célszekvencia metilaciés valtozasair6l valamint a hatds meiotikus
orokolhetdsegét is kimutattuk. Kisérleteink eredményeinek magyarazatara az akkori ismeretek
szerint tobb lehetséges mechanizmust javasoltunk. Magyarazatképpen felmertilt a promoterek
kozotti DNS/DNS parosodas, illetve egy lehetséges RNS/DNS interakcio is feltételezhetd
volt. A kisérletek idején a dsRNS-ek ¢és kis RNS-ek szerepe a TGS géncsendesitésben még
nem volt ismert, ez csak néhdny évvel késdbb valt nyilvanvalova (Paszkowski and Whitham
2001, Mette et al 2000, Matzke et al 2001, Matzke et al 2004). Ezek felfedezése utan, az
altalunk hasznalt °271° géncsendesitd lokusz esetében is kimutattdk ezeknek az RNS
fajtaknak a részvételét a csendesités folyamatdban (Mourrain et al 2007). Kisérleteinket
kovetden genetikailag jobban meghatarozott modellrendszerekben az altalunk is leirt jelenség
mechanizmusat kisérletek sordval részletesen felderitették. A metilacid és a TGS funkcionalis
kapcsolatat a met/ mutans segitségével bizonyitottak (Morel et al 2000). Mivel a jelenség
elterjedtnek bizonyult, koédolo és nem kodold génszakaszokon is megnyilvanult, maig
hasznalt elnevezése RADM (RNS fliggd DNS metilacio) lett. A promoter szekvenciak RADM
jelenségére a tovabbiakban is a TGS elnevezést hasznalom. Promoterek metildcidja ismert az
Arabidopsis genomban (a gének kb 5%-anal), az SDC gén esetében ennek funkcionalis
jelentésége is kimutathato volt (Henderson and Jacobsen 2008). Erdekes modon az alméban

feltart kevés szamu ismert génregulacids mechanizmus egyikeként a gylimolcshéj piros szinét
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ad6é anthocyanin-ok képzddését befolyasold MYBI10 transzkripcids faktor szintén a promoter

metilacio szintjén szabalyozodik (Telias et al 2011).

A munkankat koveté években szamos, az RdADM folyamataiban résztvevd fehérjét
azonositottak, egyesek sejten beliili elhelyezkedését is meghataroztak (pl. Kanno et al 2004;
Pikaard 2006, Huettel et al 2007). Kisérleteinkben a csendesitd konstrukcié eltavolitasa utan a
célszekvencia metilacidja a szimmetrikus poziciokban maradt fent. Diéguez €s munkatarsai
(1998) eredményei szerint viszont az RADM jelensége szimmetrikus pozicioji citozin
nukleotidok jelenléte nélkiil is eldidézhetd. A nem szimmetrikus pozicioji metilacié azonban
a csendesitd konstrukcio eltavolitasa utdn nem volt 6rokithetd. A megfigyeléseket dsszevetve
az a kép alakul ki, hogy az RdDM kialakuldsa lehetséges nem szimmetrikus citozin metilacio
révén is, a csendesitd hatastol fiiggetlen 6roklédése viszont csak szimmetrikus pozicidja
metilacido esetében torténik meg. Kisérleteinket kdvetden valtak ismertté a kiilonbozo
kontextusu citozinok metilacidjaért felelés metilazok, a lokuszokrol képzddo kis és scaffold
RNS-ek ¢s ezek Osszefliggései is az RADM folyamatéaval (Herr et al 2005, Zhang and Zhu
2011). Ma mar jol ismert a hiszton modositasok (,hiszton ko6d”) jelentésége is a

géncsendesitésben (Bender 2004, Matzke et al 2009).

6.2 Egy transzkripcios géncsendesitési rendszer lokuszainak jellemzése

A H2 lokusz a 35S promoterének TGS érzékenysége mellett NOS promoterével arra szenzitiv
lokuszban transzkripcids géncsendesitést volt képes kivaltani (Matzke et al 1989). Ilyen,
TGS-re érzékeny NOS promoétert hordoz a Kg; lokusz, amit H2 a promoéter metilacidja mellett
teljesen csendesiteni volt képes. A részben rezisztens K, lokuszon H2 részleges metilaciot
okozott, amivel 6sszhangban 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 és az azokat hataroldé genomi DNS-en szekvencia
szintli vizsgalatokat végeztiink (Jakowitsch et al 1999). A transzgénikus dohanyvonalak

létrehozasanal hasznalt génkonstrukciokat a 13. abra mutatja be.
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13. abra: A NOSpro TGS csendesité H2 lokusz, valamint az érzékeny és a részlegesen rezisztens 'K’ lokuszok
transzformacidjanal hasznalt T-DNS-ek térképei. HYG: Hptll gén, OCS: octopin synthase gén, N: NOS
prométer, 23H: NOS prométer és roviditett nopaline synthase gén, csikozott régio: NOS promoéterhez kapcesolt
kanamycin rezisztencia gén és NOS gén, KAN: kanamycin rezisztencia gén, GUS: B gliikuronidaz gén, o’: a
sz6ja B-conglycinin o’ alegységének promotere; T: NOS terminator szekvencia, S: Sacll, P: Pstl restrikcios

hasitohelyek, fekete vizszintes vonal: NOS promoéter metilacids analizisénél hasznalt proba elhelyezkedése

A dohany vonalakb6l pWE15 ¢és lambda FIXII vektorokban genomi génkonyvtarakat
készitettiink. A H2 lokusz esetében plakk illetve kolonia hibridizacio segitségével "H” T-DNS
probat haszndlva egy cosmid klont ¢és négy lambda klont izolaltunk, melyek T-DNS
szekvenciakat tartalmaztak. A cosmid, és a lambda klonok koziil kettd tartalmazott NOS
promoter szekvenciat, ezeket részletesen analizaltuk. Az inszertek DNS szekvencidjat
meghataroztuk, igy a cosmid ¢és a két lambda klont atfedonek talaltuk. Eredményeink azt
mutattak, hogy a lokusz egy teljes T-DNS ("H’ konstrukcid) mellett annak egy részét forditott
ismétlddés formaban tartalmazta (13. abra). A lokusz tovabbi részei H’ T-DNS
fragmenseket, nem T-DNS, binaris vektor szekvencidkat €s rovid dohany genomi DNS
darabokat tartalmaztak, az eredeti konstrukciotol eltérd elrendezésben. Ezek kozott a
szegmensek kozott a NOS promoter 4 teljes, €s 2 tovabbi toredékes kopiajat talaltuk meg,
amelyek koziil egyesek prokariota szekvenciakkal voltak dsszefliggbek. A NOS promotert
nem tartalmazo két lambda klonon csak részleges analizist végeztiink, itt binaris szekvencidk

mellett egy gypsy szerli retrotranszpozon maradvanyait tudtuk azonositani.
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14. abra: Felsé panel; A szekvencia mérete (kilobazisban) ¢s GC tartalma (%-ban). A fiiggbleges nyilak a
szekvencia GC tartalmanak hirtelen valtozasait mutatjak. N44 és NS5; A szekvencidk ujratranszformalasahoz
hasznalt fragmensek. Also panel; A H2 lokusz szerkezete az eredeti H konstrukcioval dsszevetve. RB: jobboldali
LB: baloldali hatarolé szekvencia, egyéb jelolések magyarazatat 1d 13. abra alairasaban. A szekvencidk
szinjelolése eredetiik szerint: T-DNS — fekete, binaris vektor — sziirke, névényi — fehér. A fekete és sziirke

vonalak a lokusz térkép felett a Kg;-hez hasonld (NOS promoétertdl kiilonbdzo) szekvenciakat jelolik.

A feltart strukturdlis bélyegek részben magyardzatot kinaltak a H2 lokusz TGS
géncsendesitést kivalto tulajdonsagara. A lokusz komplex szerkezete magaban foglalta a T-
DNS egy (NOS promotert tartalmazd) szakaszdnak forditott ismétlodését, valamint a NOS
promoter legalabb 6 teljes vagy részbeni kopidjat. A szekvencia 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 nyhjt aberrans RNS-ek atirasara, amelyek

géncsendesitést serkentd hatasa késdbbi kutatasokban is igazolodott.

A transzkripcios csendesitd tulajdonsagu °271° lokuszrél ismertté valt, hogy telomerikus
pozicidban épiilt be a dohany egy szubtelocentrikus kromoszomajaba (Park et al 1996). Ez
alapjan feltehetdé volt, hogy a kromoszomdalis pozicionak jelentdsége lehet a csendesitd
keépesség kialakitdsiban. A teljes H2 lokusz citogenetikai vizsgalatokkal egy interkaldris

heterokromatikus régi6é mellett volt lokalizadlhaté a T1 kromoszéma hossza karjan (Jakowitsch
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et al 1999). Feltételezhetd, hogy strukturalis és pozicidtol fliggd hatasok egylittesen hozhatok
Osszefliggésbe a H, lokusz NOS promoteren erds TGS-t kivaltd tulajdonsagaért. A H, lokusz
két visszaizolalt szakasza (N44 és NS5 a 14. abran) azonban a TGS érzékeny Ks; vonalba
yjratranszformalva nem volt képes a H konstrukcional nagyobb gyakorisaggal géncsendesitést
kivaltani (Jakowitsch et al 1999). Az irodalomban azonban a késObbiekben tobb olyan példa
1s ismertté valt, amikor forditott ismétlddésii (inverted repeat) szekvencia képes volt fliggetlen
lokuszokon metilaciot és TGS-t kivaltani (pl. Luff et al 1999; Mette et al 2000). A
transzkripcios géncsendesitésre érzékeny Ks; és nem érzékeny K, lokuszok szerkezetét a
fentiekhez hasonld modszerrel vizsgaltuk, kiegészitve a ’rescue’ klénozasi eljarassal. A Kg;

lokuszt két lambda klon, mig a K, lokusz egy részét egy ’rescue’ klon és egy lambda klon

fedte le.

100

plant DNA i Ka1

plant ONA | KG

15. abra: A TGS-re érzékeny Kg; és részben rezisztens K, lokuszok szerkezete és GC tartalma (%).
A bakterialis eredetli DNS szakaszok magasabb G/C tartalma jol megfigyelhetd. A jeldlések magyarazatat 1d a
13. és 14. abrak alairasaiban. A Kg; lokusz szekvenciaja a NOS promoéteren kiviil homoldgiat mutat a H2
lokusszal a vizszintes fekete (T-DNS eredetli szekvencia) és sziirke (binaris vektor eredetli szekvencia)

vonalakkal jeldlt régioban. E: EcoRI, S: Sacll, P: Pstl restrikcios hasitohelyek

A Kg; lokuszt teljes terjedelmében nem tudtuk klonozni, a klonozott szekvencia azonban
viszonylag egyszerli szerkezetli volt (15. abra). A teljes Ks; konstrukcio mellett bindris

vektor szekvencidkat, és két rovid T-DNS szakaszt tartalmazott. A K, lokusz egy duplikéaciok
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¢s atrendezOdések nélkiili, egyszerli K, konstrukciot tartalmazott, amelyhez vektor
szekvencidk sem kapcsoltak (15. abra). A T-DNS bal oldali hatarolé szekvencidja viszont
teljes mértékben elveszett az integracional. A klonozasok révén ismertté valt TGS-re érzékeny
illetve részben rezisztens célszekvencidk nem tartalmaztak a H2 lokuszra jellemz6 komplex
strukturdlis bélyegeket. A Kg; ¢és a K, lokuszokat hatdrold ndvényi genom szakaszok
Southern blot vizsgalatok szerint egyszeres vagy alacsony kopiaszamuak voltak, nem
tartalmaztak feltételezhetd transzpozon vagy mikroszatellit szekvenciakat, ismétlodéseket.
FISH technikaval a Kg; lokusz genomi helyzete volt meghatarozhato, ami a T2 kromoszéma
hosszu karjara lokalizalodott, kornyezetében nem volt nyilvanvaléoan heterokromatikus régio.
A lokuszok viszonylag egyszerli strukturgjat és szekvencia kontextusat megkiilonboztetd

bélyegként értékeltiik a H2 lokuszhoz képest.

Kisérleteink ota a szakteriilet rendkiviil dinamikusan fejlodott, mara a felhalmozott
ismeretanyag bdséges, irodalma szertedgaz6. A kialakult elképzelések szerint az RNS fliggd
DNS metilaci6 természetes célszekvenciai elsdsorban repetitiv DNS szakaszok (pl rDNS,
ismétlddések) €s transzpozonok (Steimer et al 2000, Cokus et al 2008). Az RdDM ezek
heterokromatizacidéjahoz jarul hozza a hiszton koddal egyiitt. Az Arabidopsis genom
centroméras €s pericentroméras szakaszairdl példaul szamos rovid életidejii nemkodolo
transzkriptum irédik at, amelyek nagy része heterokromatikus ismétlddésekrél szarmazik
(Chekanova et al 2007). A feltételezések szerint ezek hozzajarulnak a régiok metilaciojahoz
¢és a repressziv kromatin struktura kialakuldsahoz. Metilacio okozta csendesités ugyanakkor
eukromatin kontextusban is megtorténhet (Soppe et al 2002). Az altalunk feltart komplex
szerkezetli H2 lokuszrol feltehetden aberrdns transzkriptumok (is) szdrmaznak, amelyek a
késObbi eredmények szerint nagy hatékonysaggal képesek RADM-et kivaltani, inverted repeat
strukttra nélkiil is (Béclin et al 2002). A TGS folyamatéanak a természetes folyamatok mellett
a novénygenetikai kisérletek tervezésében is nagy jelentésége van. A ndvényi molekularis
biologiai kutatdsokban gyakran hasznalt SALK, GABI, FLAG Arabidopsis vonalak egy
jelentds részénél a hordozott transzgén konstrukcid 35S prométere tovabbi ilyen promotereket

TGS mechanizmussal csendesiteni képes (Daxinger et al 2008).

6.3 Transzkripcios géncsendesitésben résztvevo kis RNS-ek vizsgalata

A TBSV P19 viralis eredetii, géncsendesitést szupresszald fehérje kifejezédésének sejtmagba

iranyitasa céljabol a P19 génhez magi lokalizaciods szignalt (NLS) kapcsoltunk. Az eredeti
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citoplazmas (P19C) és a moddositott, NLS-t tartalmazd (P19N) géneket is kifejeztiik GFP
fuzios fehérjeként (35Spro-P19C-GFP, 35Spro-P19N-GFP) hagyma epidermisz sejtekben
tranziens modon, biolisztikus transzformacio segitségével. Eredményeink szerint a P19C-GFP
(dontden citoplazmas) lokalizacidja nem kiilonbozott a szabad GFP-¢t6l, a PION-GFP fehérje

viszont a sejtmagban duasult fel (16. abra).

P19C-GFP P19N-GFP

16. abra: 35Spro-P19C-GFP és 35Spro-P19N-GFP fuzios fehérje konstrukciok tranziens kifejezése biolisztikus
modon hagyma epidermisz sejtekben. A szabad GFP kontroll a 20. abran lathato.

A PIIN ¢és PI19C konstrukciokkal NOSpro TGS csendesitett Arabidopsis vonalakat
transzformaltunk. A P19 transzgénikus ndvények novekedése és maghozatala a vad tipusnal
gyengébb volt, virdgzasuk késett, leveleik szeldeltek voltak. Ezeknek a bélyegeknek a
megjelenése feltehetden a P19 fehérje miRNS-ekre gyakorolt hatasanak volt koszonhetd. A
P19 transzgénikus ndvényekben azonban a TGS célgének kifejezédése nem ndtt meg
észrevehetd mértékben és a NOS promoterek metilacioja sem csokkent. A sejtmagban
kifejezett P1I9N fehérje hatasara a 21 és 22 nukleotid hosszu siRNS-ek 30-40%-o0s, a 24 nt
siRNS-ek <10%-o0s, a szintén vizsgalt MIR159 mennyiségének kb 60 %-os csdkkenése volt
kimutathaté Northern hibridizacioval. P19C transzgén hatdsara az siRNS-ek és a MIR159
RNS szintje nem csokkent, hanem tovabbi, 1 és 2 nukleotiddal rovidebb szarmazékaik

jelentek meg (Papp et al 2003b, 17. abra).
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17. abra: NOSpro kisRNS-ek és MIR159 kimutatasa Northern blot segitségével P19N, P19C transzformalt és
kontroll NOSpro TGS csendesitett, valamint dcl/ és kontroll ludfii névényekben (Papp et al 2003b).

A géncsendesitési folyamatok gatlasa céljabol azért esett valasztdsunk a TBSV P19
géncsendesitést szupresszald fehérjére, mert feltételezésiink az volt, hogy az a 21-t61 25
nukleotidig terjedd hosszisagu kis RNS-ek képzddését egyontetlien gatolja (Silhavy et al
2002, Hamilton et al 2002). Késobbi eredmények azonban azt mutattak, hogy ez a feltevésiink
nem bizonyult igaznak, a P19 fehérje a 24 nt hosszii RNS-ekhez joval kevésbé kotodik, mint a
21-22 nt hossztiakhoz (Vargason et al 2003). Ez Iehet a legvaloszinlibb magyarazat arra, hogy
kisérleti rendszeriinkben a P19 fehérje magba iranyitva (P19N) alig, illetve citoplazmas
valtozata (P19C) sem csokkentette szembetiinden a 24 nt hosszi kis RNS-ek mennyiségét.
Ennek fényében mar nem meglepd, hogy kisérleteinkben a P19 fehérje a NOS promoéter
transzkripcidos géncsendesitését nem tudta megsziintetni. Munkénkat kovetéen azonban
nyilvanvalova valt a 24 nt hosszi siRNS-ek meghataroz6 szerepe az RADM-ben (Mahfouz
2010). A képzddo 21 és 22 nt-os siRNS-ek mennyiségét viszont a P19N fehérje hatékonyan

csokkenteni volt képes, mig ez a P19C esetében nem volt megfigyelhetd.
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Az miRNS-ek koziil a MIR159 szintjét kovettik a kisérlet sordn, mert ez elegendd
mennyiségben volt jelen az Arabidopsis levelekben ahhoz, hogy Northern blottal vizsgalva
Osszevethetd jelet mutasson az siRNS-ekkel. A PI9N kifejezése a NOSpro siRNS-eknél
nagyobb mértékben (kb 60%-al) lecsokkentette a MIRI59 mennyiségét. Ebbol az
eredménybdl arra kovetkeztethettiink, hogy a MIR159 processzdlasanak legalabb egyes
Iépései a sejtmagban torténnek. A P19C fehérje kifejezésének hatdsara az siRNS-ek és
miRNS szintje nem csokkent. Ez 6sszhangban van azzal az elképzeléssel, hogy mindkét kis
RNS tipus elsddleges prekurzoranak processzaldsa a sejtmagban zajlik. A kisérlet igy hasonlo
eredményre vezetett, mint a HC-Pro csendesitést szupresszald fehérje kifejezése, amely
szintén citoplazmas lokalizacidju (Mette et al 2001). P19C hatasara azonban a kis RNS-ek
mindegyik vizsgalt tipusaban azoknak egy 1 és 2 nt-al révidebb formdja is megjelent. Ennek
magyarazata az a késObb felismert jelenség lehet, hogy a P19 fehérje kotddése gatolta a kis
RNS-ek 3’ végi, védé funkcidju metilaciojat a citoplazmaban (Lozsa et al 2008). Igy a
dsRNS-rdl tilnyalé nukleotidok RN4z aktivitdssal szemben feltehetleg kevésbé maradnak

védettek, részbeni lehasitasuk 1 vagy 2 nt-al rovidebb RNS fajtdk megjelenését eredményezte.

6.4 dcll mutacio hatasa TGS-re, a DCL1 fehérje sejten beliili lokalizacioja

A dcll-7, dcll-8 és dcll-9 mutacioknak nem volt hatasuk TGS csendesitett NPTII illetve
NOS gének kifejezddésére ¢s metilacidjara. Ugyan Northern hibridizaci6 segitségével a dcll
mutans hattérben a NOSpro siRNS-ek szintjének kismértékii csokkenését mutattuk ki, ez

azonban magyarazhato volt a csendesitd lokusz hemizigota jelenlétével (Papp et al 2003b).

Mindezt figyelembe véve kijelenthetjiik, hogy a DCLI gén nincs jelentds hatdssal a NOSpro
siRNS-ek képzddésére. EbbOl arra kovetkeztethettiink, hogy a TGS folyamatiban
valoszinlileg egy masik, addig nem azonositott DICER aktivitasi enzim miikodhet kozre.
Késoébbi eredmények szerint az a DCL3 lehet, amit Gjabb ismeretek szerint a DCL2 vagy
DCL4 enzimek is helyettesithetnek (Greenberg et al 2011, Daxinger et al 2009, Mlotshwa et
al 2010). Ezzel kapcsolatban megemlithetd, hogy a PTGS folyamatdhoz szintén nem
sziikséges a DCL1 aktivitas (Finnegan et al 2003).

Mivel a NOSpro siRNS-ek a TGS-ben nem az ismert DCL1 aktivitds altal keletkeztek,
érdekesnek tlint szekvenciajuk megismerése. EbbOl a célbol NOSpro TGS csendesitett
novényekbdl 74 db egyedi siRNS-t klonoztunk, €s szekvenaltunk meg (18. abra). A klonok
tobbsége 21 vagy 24 nukleotid hossza volt. A NOS promoéter mindkét szalarol képzodott kis
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RNS-eket talaltunk kozottiik, a 16 és 17 nt hosszi RNS-ek csak antiszensz irdnyultsagiak
voltak. Ezek azonban a Northern blot tanisaga szerint a nem csendesitett ndvényben is

képzddtek, jelenlétiik tehat nem fliggott 6ssze a TGS folyamatéval.

_‘mmmmmmmmmmmm:mmm
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18. abra: Klonozott NOSpro siRNS-ek. A/ A NOS promoter szekvencidja a szensz (kék) és antiszensz (piros és
fekete) siRNS-ek helyzetével. A prométer aktivitas szempontjabol fontos régiok ,,a”, ,,b” és ,,z” betlikkel jelolve
és keretezve vannak. B/ A feketével szinezett 16 és 17 nt kis RNS-ek a nem csendesitett kontroll ndvényben is
megjelennek, igy azok nem kdothet6k a NOSpro dsRNS processzalashoz. C/ A klonozott NOSpro kisRNS-ek
méreteloszlasa. D/ és E/ A nukleotidok megoszlasa a klonozott siRNS-ek 5’ (D) és 3’ végein (E).

A klonozott NOSpro siRNS fajtdk méret szerinti gyakorisaga j6 egyezést mutatott a Northern
jel erdsségével. A 21 ¢és 24 nt hosszi fragmensek hibridizacids jele volt a legerdsebb, €s

ezekbdl a méretekbdl klonoztuk a legtobb siRNS szekvenciat. Az siRNS-ek strukturaja nem
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tért el jelentdsen a kordbban megismert hasonléd kis RNS-ekétdl. Az 5° végallast nukleotidok
a 24 nt hosszt siRNS-ek esetében azonban fdleg Citozinoknak bizonyultak, szemben a 21 nt
siRNS-eknél tapasztalt Adenozin preferencidval €s a Tang et al (2003) altal klonozott 21 nt
siRNS-ek 5’ nukleotid eloszlasdval. Ez a kiilonbség is arra utal, hogy a kisérleteinkben
meghatarozott szekvencidju 21 illetve 24 nt hosszii siRNS-eket eltér6 DCL enzim
processzalhatta (19. abra). A MIRI59 RNS mennyiségét vizsgalva a varakozasoknak
megfelelden azt tapasztaltuk, hogy a dcll mutansban nem jelent meg ez a kis RNS fajta. Ez a
megfigyelés azt erdsiti meg, hogy a DCL1 fehérje feltétleniil sziikséges a MIR159
képzddéséhez (Reinhart et al, 2002).
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ss RNA Pol IV/\/
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novo DNA methylation (DRM2)
and histone modifications

Current Opinion in Plant Biology

19. abra: Modell az RdDM kialakulasardl (Simon and Meyers 2011). A dsRNS koztitermék hasitasat a DCL3

enzim végzi.

A DCLI1 fehérje sejten beliili elhelyezkedésének meghatarozasa céljabol a gén kodolo
szakaszanak cDNS-¢hez GFP jelzégént kapcsoltunk. A gén nagy mérete (1909 as; 5730 bp)
miatt a cDNS-¢ét csak részben tudtuk klonozni. Az N terminalis 1097 as-hoz kapcsolt GFP

konstrukcid Escherichia coli baktériumban, GFP antitesttel végzett Western blot kisérlet
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alapjan termelte a vart méreti fehérjét. A fuzios konstrukcidt konstitutiv ndvényi promoter
utan kapcsolva azt biolisztikus modszerrel hagyma epidermisz sejtekbe transzformaltuk. A
GFP fluoreszcens jel megjelenése alapjan a tranziensen kifejezett fzids fehérje sejtmagi

lokalizacioju volt (Papp et al 2003b) (20. abra).

DCL1-GFP

20. abra: Szabad GFP (balra) és DCL1 ¢cDNS-hez fuzionalt GFP (jobbra) konstrukcid tranziens kifejezése

biolisztikus moédon hagyma epidermisz sejtekben.

Ez alapjan arra kovetkeztethettiink, hogy a DCL1 fehérje maga is sejtmagi lokalizacioji. Ez
egybevag azzal az eredménylinkkel, hogy a sejtmagi lokalizaciojd P19N fehérje kifejezése
lecsokkentette a DCL1 altal processzalt MIR159 mennyiségét. Az eredményt a késdbbiekben
tobben is megerdsitettek, pl Song et al (2007).

6.5 Megvaltozott stressztiirési Arabidopsis mutansok azonositasa pleiotrop morfologiai

bélyegek sziirésével

Uj, megvéltozott stressztiirésti Arabidopsis mutinsok izolaldsa céljabol egy T-DNS
mutagenizalt populdciot vizsgaltunk, amit Koncz Csaba laboratériumaban (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 0Oroklodé fenotipusos

bélyegek szerint szdmos mutanst sikeriilt azonositani. Ezek tobbsége a részletes vizsgalatok
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alapjan nem fliggott 6ssze nyilvanvald modon a stressztiirés folyamataival. 1zolaltunk példaul
egy Uj, az early-flowering-3-al (Zagotta et al 1996) allé¢likus mutanst, valamint megvaltozott
habitust, pl torpe, feltdrpe €s egy fotoperiodustol fliggden térpe fenotipusu vonalakat (21.
abra). Ez utobbi mutins ndvény rovid nappalos megvilagitdsnal normalis {itemben
novekedett, hosszii nappalon azonban novekedése megéllt, torpévé fejlodott. Ezzel
egyidejliileg a kotott szalicilsav tartalom a novény szoveteiben jelentésen megemelkedett

(Szalai Gabriella, személyes kozl€s).

SD

m33 (Col)

pale #0686 mut

21. abra: Kettd, részben karakterizalt mutans a T-DNS mutagenizalt populaciobol.

A/ Fényperiodustol fliggd torpe mutans B/ Halvanyzold ,,pale” mutans

Az enyhe morfologiai valtozasokat hordoz6 mutdnsokat biotikus és abiotikus stresszeknek
tettlink ki. Egy, a vad tipusnal halvanyabb z6ld szini (,,pale” #686) monogénes mutdns
kompatibilis bakterialis fert6zéssel szembeni ellenalldo képessége alacsonyabbnak bizonyult a
vad tipusnal. A DC3000 Pseudomonas syringae baktériummal fert6zott levelekbdl
visszaizolalt baktérium titere a vad tipusndl szignifikdnsan magasabbra emelkedett, bar az
enhanced disease susceptibility-1 mutans (Parker et al 1996) titerét nem érte el (nem
bemutatott adatok). A #686 mutans levelének szOvetszerkezete tovabba jelentds eltérést
mutatott a vad tipushoz képest, a sejtek lazabban kapcsoldodtak egymashoz, a levéllemez

vastagsaga megnétt (nem bemutatott eredmények). Mutdnsunkat kereszteztikk a hasonld
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fenotipust low cell density-1 mutanssal (Barth and Conklin 2003), amivel azonban nem
bizonyult allélikusnak. Mivel érdeklédésem ekkor alapvetden az abiotikus stressztlirés felé
fordult, ezeknek a mutdnsoknak a részletesebb tanulmanyozasara nem keriilt sor, hanem az

alabb bemutatott mutans vonal vizsgalataval folytattam munkamat.

A részletes vizsgalat ala vont mutans (cbp20) szintén lathatd, pleiotrop fenotipusa alapjan volt
megkiilonboztethetd. A vad tipusnal szeldeltebb levélszélt és valamelyest kompaktabb
habitust mutatott (22. abra). A komplex fenotipushoz tartozott még a lassibb novekedés és

késobbi viragzas is.

vad tipus cbp20 vad tipus cbp20

22. abra: A chp20 mutans lathaté morfoldgiai bélyegekben kiilonbozik a vad tipustol (Col-0).

A mutans a vad tipussal vald keresztezést kovetden monogénes recessziv oroklésmenetet
mutatott (nem bemutatott adatok). chp20 ndvényiinket kereszteztiik a hasonld levél fenotipust
mutatd serrate (Clarke et al 1999) mutanssal. Az F1 generacié vad fenotipusa alapjan
azonban bizonyossa valt, hogy a chp20 és serrate mutaciokat két kiilonboz6 lokusz hatarozza

meg, azok nem allélikusak (23. abra).
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cbp20 cbp20xse  se
F1

23. abra: cbp20 és serrate (se) mutansok keresztezése. Az F1 generacid vad fenotipusa alapjan a mutaciok

kiilonb6z6 géneket érintenek.

6.6 A cbp20 mutans részletes genetikai, élettani és stresszélettani jellemzése, valamint

kapcsolata az RNS szabalyozassal

Stressztiirési vizsgalatok soran a chbp20 ndvények hétolerancidja és bakteridlis fertdzéssel
(Pseudomonas syringae pv tomato DC3000) szembeni ellenalloképessége a vad tipushoz
hasonlonak mutatkozott (nem bemutatott adatok). Szarazsagtiirését tekintve viszont a mutans

a vad tipusnal kedvezdébb tulajdonsagunak bizonyult (Papp et al 2004) (24. abra).
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24, abra: Vad tipusu és cbp20 l1adfii n6vények 7 napos vizhianyos periodust kovetden.

A szadrazsagtiirési fenotipus mezdgazdasagi jelentdsége miatt az izoldlt mutansok koziil a
cbp20 részletes vizsgalatat folytattuk a tovabbiakban. A csirdzdsndl mutatott ABA
érzékenység valtozasa gyakran Osszefliggésbe hozhatod a kifejlett novény szarazsagtiirésével.
A cbp20 ndvények csirazasat vizsgalataink szerint olyan alacsony ABA koncentracid is
gatolta, amely a vad tipusit Columbia ndvényekét még nem (25. abra). Eredményeink

hasonldéak voltak a szintén pleiotrép bélyegeket mutatd, fokozottan szarazsagtird abhl

mutanssal végzett kisérletekehez (Hugouvieux et al 2001).
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sy

ilyen hatéssal.

A ¢cbp20 mutans egy T-DNS mutagenizalt populaciobol szarmazott, ami megkonnyitette a
mutaciot okozo genetikai 16zi6 helyének azonositasat. Hogy az adatokat Osszefliggésbe
hozhassuk a megfigyelt fenotipussal, eloszor a T-DNS ¢és a megfigyelt fenotipusok egyiittes
oroklodésérol kellett megbizonyosodnunk. Vad tipussal valdo keresztezés utan az F2
generacioban mind a morfoldgiai, mind a szarazsagtiirési fenotipus a T-DNS-el kapcsoltan
oroklodott. A T-DNS kimutatasat az utodokban a markergénre specifikus PCR reakciokkal
végeztilk (nem bemutatott adatok). A T-DNS-t hataroldé novényi genomi szekvenciakat
mentéses, ,,rescue” klonozassal nyertiik ki, majd a visszanyert genomikus DNS szakaszokat
megszekvenaltuk. A szekvencia analizis szerint a T-DNS a Cap Binding Protein 20 (CBP20)
gén els6 exonjaba ékelddott be (Papp et al 2004) (26. abra).

T-DNS

Y

l'_’ | 1 I s I s H o | — T s N s

At5g4420 Cap Binding Protein 20 gén

26. abra: A chp20 mutaciot okozo T-DNS az At5g44200 gén masodik exonjaba épiilt be, €s ott egy 36 baziparos
deléciot okozott (az MLN1 P1 klénban 62,147 és 62,183-ként szamozott bazisparok kozott).
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A CBP20 génre specifikus probat hasznalva Northern hibridizacidval bizonyitani tudtuk a gén
kifejez6désének hianyat a chp2( mutansban (27. abra).

Twt chp20

27. abra: A cbp20 mutansban a gén mRNS-e nem mutathato ki.

Tovabbi Iépést jelentett a mutacid jellemzésében a mutans teljes hosszisagu cDNS-el valo
komplementacidja. Ehhez vad tipust Arabidopsis-bol RNS-t tisztitottunk, oligo dT primerrdl
cDNS-t irtunk at, specifikus primerekkel a CBP20 fehérjét kodold szekvencidt RT-PCR
reakcioban felszaporitottuk. A terméket klonoztuk, szekvencidjat ellendriztiik, majd bindris
vektorba (pPCV702) klonoztuk at. A ndvényi konstitutiv promoterrdél (35Spro) atirodod
konstrukcidt chp20 mutans Arabidopsis novénybe transzformaltuk, ami tobb vonalnal teljes,
egyeseknél részleges komplementaciot eredményezett. A  morfologiai  bélyegek

komplementacidja (28. abra) egyiitt jart a mutans fokozott szarazsagtiirésének elvesztésével.
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a konstitutivan kifejez6dé teljes hosszisagi CBP20 cDNS-el (a roviditések megegyeznek a 27. abran
hasznaltakkal). Alsé panel: A CBP20 cDNS transzgén konstrukcid a cbp20 mutans levél fenotipusanak

reverziojat okozta.

A rendelkezésre 4ll6 microarray adatok kiegészitése és a CBP2(0 gént szabalyozd hatasok
tovabbi felderitése céljabol stressz €s hormonkezelési kisérleteket végeztiink. Tobbféle
hormon kozott cytokinint (N[6]-Benzylaminopurin) is alkalmaztunk, ami a publikus
microarray adatokkal ellentétben indukdlta a CBP20 gén atirasat vad tipust Arabidopsis
novényben (Bacs6 and Papp 2008). A vizsgalt egyéb hormonoknak nem volt ilyen hatasa.
Stressztlirési kisérleteinkben azt talaltuk, hogy a CBP20 gén atirasa sebzés, fizikai behatas (pl.
sterilen nevelt fiatal novények athelyezése), vagy desztillalt viz infiltracid hatdséara
atmenetileg lecsokkent, majd visszadllt (nem bemutatott adatok). A CBP20 gén atirasa tehat

bizonyos stresszek hatasara is megvaltozott, jellemzden csokkent.

A szarazsagtiirési fenotipus ¢élettani hatterének megvilagitasa céljabol megvizsgaltuk a chp20
mutans sztoma konduktancidjat. Ez a paraméter a mutans ndvényekben a vad tipusnal
szignifikdnsan alacsonyabb volt, mig a komplementalt vonalban a vad tipushoz hasonlo

értékeket mértiink (29. abra).
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29. abra: A chp20 mutans sztoma konduktancidja AP4 miszerrel mérve szignifikansan alacsonyabbnak
bizonyult a vad tipusnal. A konduktancia a komplementalt vonalban visszaallt a vad tipus szintjére (Papp et al
2004).

A szérazsagtiiréshez vezetd ¢élettani folyamatok tovabbi jellemzése céljabodl mértiikk a
vizhianyos stressznek kitett chp20 mutans €s kontroll névények foldsulyainak valtozasat, ami
dontden az alaluk parologtatott viz mennyiségére utal. Az eredmények szerint a chp20) mutans
novények jobb szarazsagtlirése viztakarékos stratégidjuknak volt koszonhetd. A cbp20
melletti masik ismert nCBC mutans abhl/cbp80 esetében kimutattak, hogy a gazcserenyilasok
zarosejtjei a vad tipusnal érzékenyebben reagaltak ABA-ra (Hugouvieux et al 2002). Ez a

jelenség lehet a jobb vizmegtartas egyik, de nem feltétleniil kizar6lagos magyarazata.

Erdekes modon az ABA jelatban az nCBC alegységek mellett két masik RNS koté fehérje
részvételét is igazoltak. A hyll és sadl ABA tulérzékeny mutansok, ahol HYL1 egy dsRNS
koté fehérje (Lu and Fedoroff, 2000) SADI1 pedig egy Sm szerli RNP fehérje (Xiong et al
2001). Mindez alapjan mar koran valoszinlsithetd volt, hogy az ABA jelutban
poszttranszkripcids, RNS szintli szabalyozas is szerepet jatszik (Fedoroff 2002). Az nCBC
komplex és az ABA valaszok kapcsolatat késobb tobb tanulmanyban is megerdsitették. Kim
et al (2008) szerint az abszcizinsav a CBP20 ¢s CBP80 fehérjékkel direkt modon kdlcsonhat,
¢s azokat stabilizalja. Daszkowska-Golec et al (2013) tovabbi bizonyitékként az abhl mutacid
szupresszoraként az abi4 abszcizinsav érzéketlen mutanst azonositottak. Kim et al (2008),
valamint toliik fiiggetleniil Laubinger et al (2008) a cbp20 és abhl/cbp80 mutansokban egyes
pri-miRNS-ek érésében €s bizonyos mRNS-ek splicing-jaban talaltak hibakat. Laubinger et al
(2008) a cbp20, abhl/cbp80 és a serrate mutansok mRNS splicing folyamataiban atfedd, de
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nem azonos valtozasokat talaltak. A splicing zavaraként f6leg intron visszatartast irtak le, ami
leggyakrabban az elsé intronndl jelentkezett. Az miRNS-ek képzddésének érintettségét az
abhl/cbp80 mutansban Gregory et al (2008) is megerdsitették, azokat a célgének szintjén is
igazoltak. Raczynska et al (2010) a cbp20, cbp80 egyszeres és a cbp20/cbp80 kettds
mutansokban flleg transzkripcids faktorokat €s szabdlyozd géneket vizsgaltak, benniik
jelentds ardnyban taldltak alternativ splicing utjan torténd kifejezédést. A mutansokban
atfedd, de nem azonos génkészletet érintett a valtozas, amit itt is leggyakrabban az elsd
intronnal lokalizaltak. A két nCBC mutansban (cbp20, cbp20/abhl) részben eltéréen
kifejez6dd génkészlet lehetséges magyarazata az lehet, hogy az alegységek a komplex
mitkddésében kiilonbozd szerepet toltenek be, bar a mutdnsok megtigyelhetd fenotipusa igen
hasonl6. Kierzkowski et al (2009) az nCBC komplexet alkotd6 CBP20 és CBP80 Arabidopsis
fehérjék funkciondlis kapcsolatat vizsgaltdk. Arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy az nCBC
szerepeinek ellatasahoz a CBP20 a komplex egyes alegységeinek sejtmagba juttatasaval jarul

hozza, mig a CBP8O0 stabilizal6 funkciot is betolt.

Mar koran feltiind volt az nCBC muténsok hasonlosaga a serrate mutanshoz (Id sajat fenti
kisérletiinket is). A serrate pleiotrop fenotipusanak egyes elemei emlékeztettek tovabba a
dicer-likel (dcll), hua enhancer 1 (henl), hyponastic leaves 1 (hyll), argonaute 1 (agol) és
egyéb, az miRNS képzddésben zavart szenvedett mutansok fenotipusara (Yang et al 2006,
Lobbes et al 2006). A vizsgéalatok megerdsitették, hogy a SERRATE fehérje is sziikséges az
miRNS processzald enzim komplex részeként egyes pri-miRNS-ek érés¢hez (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
kivagodd intronok képesek a novény sajat, intront tartalmazod génjeit megvédeni a
géncsendesitéstdl, mig az idegen, pl transzpozon vagy viralis eredetii, intron nélkiili gének
nem ¢élvezik ezt az elonyt. A géncsendesités szupresszidja viszont vizsgalataik alapjan fiiggott
az ABH1 és a SERRATE fehérjék jelenlététdl, igy ez az eredmény kozvetlen kapcsolatot

jelent az nCBC komplex €s a géncsendesités kozott.

A kozelmultban megjelent tanulméanyukban Wang et al (2013) direkt kapcsolatot mutattak ki
az altaluk vizsgalt NOT2 valamint a DCL1, SERRATE, CBP80 ¢s CBP20 fehérjek kozott. E
mellett a DCLI1 sejtmagi lokalizacidjat az ¢ kisérleteik is megerdsitették. Eredményeik
tovabbi bizonyitékat adjdk annak, hogy ezek a fehérjék egy komplexben vesznek részt a

frissen atirt miRNS transzkriptumok processzalasdban (30. abra).
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30. abra: Novényi nCBC és egyéb faktorok szerepei a pre-mRNS és pri-miRNS processzalasaban. Az EIF4F
komplex az elF4E, elF4A ¢és elF4G alegységekbdl all. RNAPII: RNS polimeraz II, SE: SERRATE; HYL:
HYPONASTIC LEAVES; DCL: DICER-LIKE; HEN: HUA ENHANCER, AGO: ARGONAUTE (Montgomery
and Carrington, 2008)

Methylation

Az nCBC funkcidja a splicing és az miRNS képzddés befolydsolasa mellett az RNS
szabalyozas egy ujabban felfedezett rétegén keresztiil is megnyilvanulhat. A hosszu
intergenikus nemkodoldé RNS-ek (Matsui et al 2008, Kuhn et al 2008) képzddését a Chp20,
Cbhp80 és Serrate gének szabalyozzak (lincRNS-ek, Liu et al 2012). Errél az RNS tipusrol, és
esetleges funkcioirol a stresszvalasszal kapcsolatban azonban még keveset tudunk (Au et al

2011).

A cbp20 mutanst jellemzd késoi virdgzassal 0sszefliggésben Geraldo et al (2009) végeztek
kisérleteket. Elesztében és novényben a CBP20 és FRIGIDA fehérjék direkt kapcsolatat
mutattdk ki, amivel a cbp20) mutacidonak a virdgzast szabalyozdé FLC mRNS atirasara ¢€s

spilcing-jara val6 hatasat magyaraztak.

Az nCBC komplex miikddésérdl tehat a chp20 mutans izolaldsa 6ta sok 10 ismeret gytlt
0ssze, az RNS szintli génszabalyozasban betoltott szerepérdl egyre tobbet tudunk. Az nCBC
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mutansok szdrazsagtlird fenotipusa felveti azt a lehetdséget, hogy az nCBC komplex az
ozmotikus stressz hatasara csokkend szintli miRNS-eken keresztiil szabalyozhat toleranciahoz
vezetd valaszokat. Az miRNS-ek (€s siRNS-ek) részvétele a stressz valaszokban mara mar jol
megalapozott, €s egyre inkabb altalanos jelenségnek tiinik (Khraiwesh et al 2012). Az nCBC
mutansok szarazsagtlird fenotipusanak kialakitasaért felelés mechanizmusok ¢és effektor
gének megismerése felé azonban még csak kezdeti 1épéseket sikeriilt tenni. A mutansokban
megfigyelt miRNS szint valtozasok némelyike Osszefiiggésbe hozhaté az ABA valasz
potenciacidjaval. A cbp20 és abhl/cbp80 mutansokban alacsony miR159 szintet €s annak
gyenge ABA indukalhatosagat talaltak (Kim et al 2008), aminek hatdsara torténd magas
MYB33 ¢s MYBI101 kifejez6dés magyarazhatja a fokozott ABA vélaszokat. A miR160 ARF
célgénjének miRNS érzéketlen mutdcioja megemelkedett ABA érzékenységet okoz
csirdzaskor (Liu et al 2007). A miR160 szintje a chp20, abhl/cbp80 mutansokban lecsokkent
(Laubinger et al 2008 FiglB), processzaldsanak gatlasa tehat egy tovabbi lehetséges
magyarazatot adhat az nCBC mutansok ABA tulérzékenységére csirdzdsnal. A miR159 és
miR160 szintje ugyanakkor a serrate mutansban is lecsokken, mely ugyan csirdzasndl ABA
talérzékeny, de fokozott szarazsagtiirést nem mutat. A miR164 szintjének csokkenése
mindkét Arabidopsis nCBC mutansban markansan megjelenik. Ennek az miRNS-nek a
célszekvencidi a NAC tipust transzkripcios faktorok kozé tartoznak. Saad et al (2013)
eredményei szerint a rizs NACI transzkripcios faktor tultermelésével a buza szarazsagtiirését
javitani lehetett, tobbek kozott az ABA valaszok potenciacioja révén. Laubinger et al (2008)
beszamol tovabba szamos miRNS esetében az elsddleges transzkriptum mennyiségének
novekedésérdl (pl miR398, miR169, miR156, miR166, 1d. Table S1). Az ezeknek megfeleld
processzalt miRNS mennyiségek csokkenését azonban nem minden esetben dokumentaltak.
Ennek ellenére feltehetd, hogy az miRNS-ek altal szabalyozott folyamatok koordinalt
valtozasai hozzajarulnak az nCBC mutansok fenotipusdnak kialakulasahoz. Hogy ezen beliil
(illetve ezen til) a mutansok jobb szarazsagtiirését milyen faktorok okozzdk nem tisztazott. A
fenotipus kialakuldsaval kapcsolatban felmeriild hipotetikus Osszefliggéseket még kisérleti
bizonyitékokkal kell aldtamasztani, valamint lehetséges, hogy egyes faktorok dnmagukban
nem adnak teljes kori magyaréazatot. Ebbe az irdnyba tett tovabbi 1épésnek, részeredményként
értékelhetd, hogy Kuhn et al (2006) egy fehérje foszfataz (AtPP2CA) tultermeltetésével az
abhl/cbp80 mutans ABA tulérzékenységét csokkenteni volt képes.

Az Arabidopsis CBP20 génhez nagyfoku hasonlosdgot mutatd szekvencia sok fajban

kimutathat6. Ezek funkcidja transzgénikus technologidval, RNAi moddszerrel torténd
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csendesitéssel vizsgalhato, ha a faj genetikai transzformacidja megoldott. Az ilyen kisérletek
gyakorlati perspektivajat nCBC mutansok esetében az adja, hogy a varhat6 kedvezd fenotipus
funkcidvesztéses mutacid eredménye. gy egy tovabbi molekuldris bioldogiai modszer
segitségével (TILLING) lehet6ség van nem transzgénikus mutans kivalasztasara is, ami az
esetleges GMO mentes mezOgazdasagi hasznositas lehetdségét is nyitva hagyja. Hogy egy
vizigényes haszonndvényben megvizsgaljuk a kedvezd fenotipus kialakitdsanak lehetdségeit,
paradicsomban azonositottunk egy, az Arabidopsis CBP20 génhez nagy szekvencia
hasonlosagot mutatd gént (LeCBP20). A LeCBP20 cDNS fragmenseibdl forditott ismétlodésii
csendesitd konstrukciot készitettiink, majd azt ’Ailsa Craig’ fajtaji paradicsomba
transzformaltuk. A transzforméans paradicsomok azonban csak vizhaztartasuk margindlis
megvaltozasat mutattak. Hasonld megkozelitéssel, de a CBPS80 gén burgonya homologjat
cé¢lozva Artur Jarmolowski és csoportja sikeresen ndvelték meg a burgonya szarazsagtlirését
(Pieczynski et al 2013). A CBP20 homolog gén csendesitésével azonban nekik sem sikertilt
ilyen hatast elérni burgonyaban (Jarmolowski, személyes kozlés). A vizsgéalatokba vont két
Solanaceae faj tehat ebbdl a szempontbdl masképpen viselkedett, mint a ladfii modellndvény.
Tovabbi haszonndvények ilyen irdanya kisérleti eredményeir6l nincs tudomasunk,
feltételezhetd hogy a CBP20 ¢s CBPS80 ortolog génfunkciok kiesése fajfiiggd modon hat a
novények vizhaztartdsara. A két alegység kozotti kiilonbség magyarazatat tovabbi kutatasok
adhatjdk meg. A CBPS80 gatolt burgonya vonalak tanulményozasa sordn ugyanakkor
Pieczynski et al (2013) a fent vazolt szabalyozasi lehetoségek kozil a
miR159/MYB33/MYB101 jelit megvaltozott mitkodésére utald eredményeket kaptak. Ez
tovabb valdszintsiti a szarazsagtiirési fenotipus mechanizmusara vonatkozo fentebbi

feltételezések legalabb egy részének helyességét.

6.7 A cbp20 mutans bérszovetének morfologiaja, a kutikula fejlodés kapcsolata a

szarazsagtiiréssel és az RNS szabalyozassal

A cbp20 mutans vizhaztartasaval kapcsolatos esetleges epidermalis bélyegek utan kutatva a
levél borszovetét részletes anatomiai vizsgalatnak vetettiik ald. Fénymikroszkopos
megfigyeléseink szerint a mutans borszdvete szignifikansan tobb epidermisz sejtet, levélszort
¢és gazcserenyildst tartalmazott mint a vad tipus, a sztdma index azonban valtozatlan maradt.
A sztomak és zardsejt anyasejtek fejlodésében is rendellenességeket talaltunk (Jager et al

2011).
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Kifejlett chp20 levelek abaxialis borszovetét transzmisszids elektron mikroszkoppal vizsgalva
a vad tipussal Osszehasonlitasban jelentds (78,2%) kutikula vastagodast figyeltiink meg
(31. abra).

31. abra: Vad tipusi (A) és chp20 mutans (B) levelek abaxialis felszini kutikulainak transzmisszios
elektronmikroszkopos vizsgalata. A fekete nyilhegyek a kutikula kiterjedését jelzik. CW: sejtfal. A fekete vonal
300 nm-t jelol (Jager et al 2011).

Az nCBC komplex mikodése és a kutikula fejlodés kapcsolata kozotti kapcsolatot
megerdsitik a Jarmolowski csoport eredményei is. A mar emlitett, a CBP80 gén
kifejezodésében csendesitett, fokozott szarazsagtiirésii burgonya levelén a kutikula szerkezet
valtozasat talaltak, transzmisszios elektronmikroszkoppal (TEM) annak kompaktabb

ultrastrukturajat figyelték meg (Pieczynski et al 2013).

Annak eldontésére, vajon a vastagabb kutikula befolyasolja-e a perisztomas transpiracio
mértékét, sotét adaptalt 4 hetes novények (teljes rozettdk) vizvesztéseit hasonlitottuk Gssze.
Ilyen korilmények kozott a cbp20 ndvények a vad tipusnal szignifikdnsan lassabban
veszitettek vizet (32. abra), ami arra enged kovetkeztetni, hogy a mutacid hatdsara a

parologtatas kutikularis komponense csokkent.
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32. abra: 4 hetes, sotét adaptalt vad tipust (Col) és cbp20 mutans ladfii rozettdk relativ viztartalmanak

valtozésai.

A kutikula szerepe a vizhaztartasban és a szarazsagtlirésben a kurrens kutatasi teriiletek k6zé
tartozik. Eredményeink megerdsitik, hogy a kutikula szerkezetének valtozéasa egyiitt jarhat a
rezidudlis vizvesztés csOkkenésével ¢€s a novény szdrazsagtiirésének javuldsaval.
Kisérleteinkkel szinte egy idoben mutattak ki, hogy a ludfii szarazsagstressz hatasara

megvastagodo kutikuldja a vizvesztést fokozott gatolja (Kosma 2009).

A kutikula fejlddés €s az RNS szabalyozas kapcsolatara eredményeink mellett mas adatok is
utalnak. Voisin et al (2009) a ludfi lacerata, fiddlehead ¢és bodyguard kutikula mutansokat
részletes morfologiai, biokémiai, €lettani és genetikai vizsgalatoknak vetették ala. Adataikbol
arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a harom mutansban megfigyelt (a kutikularis anyagot
egymashoz hasonld6 modon rendezetleniil felhalmozd) fenotipus nem a mdas-mas 1€ziot
hordozé mutacidk elsddleges kdvetkezménye. Hasonld fenotipusukat feltételezésiik szerint a
kutikula intakt strukturajanak primer megbomlasat kdovetd masodlagos, sebzési valaszreakcio
folyamatai alakitjdk ki. Erdekes modon, egy microarray adatokkal végzett in silico
enhanszer/szupresszor meta analizissel a Serrate gént azonositottdk ennek a védekezési
reakcionak a résztvevdjeként. Ebbol az kovetkezik, hogy a SERRATE részvételével RNS-
eket processzald komplexnek is szerepe lehet a kutikula szerkezetet formalo folyamatokban.
Ezt az in silico elemzés mellett azzal tdmasztottdk ald, hogy a lacerata/serrate dupla
mutansban a lacerata fenotipusanak egyes elemei (szerv fuzidk, fokozott kutikula
permeabilitas) nem jelennek meg. Az RNS szabalyozas részvételét a kutikula felépitéséhez
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vezetd folyamatokban tehat a chp2() mutéaciora vonatkozd kordbban bemutatott adataink
mellett mas forrasbol szarmaz6 eredmények is alatdmasztjak. Lam et al (2012) kdézelmultban
kozolt eredményei még kozvetlenebb bizonyitékot szolgaltattak az RNS szabdlyozas és a
kutikula fejlédés kapcsolatara. A cer7 mutdns szupresszoraként az RNS szabalyozas két
ismert résztvevojét (RNA-DEPENDENT RNA POLYMERASEI és SUPPRESSOR OF GENE
SILENCING3) azonositottak, bizonyitva ezzel a kis RNS szabdlyozas szerepét a
CER3/WAX2/YRE gén kifejezddésében, €s a kutikularis viaszok képzddésében.

A cbp20 mutans kutikulajanak vizsgélata sordn nyert eredményeink tehat aldtamasztjak azt az
érdekes lehetdséget, hogy a kutikula fejlédésében legalabbis bizonyos koriilmények kozott
(feltehetbleg a stresszvalasz részeként) szerepe van az RNS szabidlyozasnak. Az nCBC
komplex ismert célpontjai kozott nem konnyli feladat a kutikula fejlddését befolyasolod
komponenst azonositani. Az alternativan splicing-ot mutatd gének csoportjaban szamos
ismeretlen funkci6ju transzripcios faktort és egyéb gént talalhatunk, amelyek részt vehetnek a
kutikula fejlédés modositasaban. Az nCBC mutansokban valtozo processzalasi miRNS-ek cél
génjei sem adnak ebbe az irdnyba mutato egyértelmli fogddzot. Lehetséges tovabba, hogy a
hatas nem direkt, hanem pl. az ABA jelut potenciciojan at valosul meg. Az Gjonnan felismert
lincRNS-ek altal szabalyozott géncsoport szintén tartalmazhat effektor géneket, amik
befolydsolhatjak a kutikula képzddését. Jelen tudasunk szerint tehdt nem tudjuk pontosan
meghatarozni azt a mechanizmust €s cél géneket, amik segitségével az nCBC részvételével
miikddd jelut a kutikula fejloddését modositja. Az nCBC eddig feltart tulajdonsagai alapjan
azonban valosziniisithetjiik, hogy ez a mechanizmus mindenképpen tartalmaz az RNS

szabalyozas szintjén zajld 1épéseket (Dedk et al 2010).

6.8 Viztakarékos mutansok tulajdonsagai vizért valé kompeticio esetén

A vizmegtartd stratégiat kovetd novények a természetben illetve a termesztésben is a
szant6foldon versengésre kényszeriilnek a rendelkezésre 4llo vizutanpotlasért. Ezt a helyzetet
modelleztiik kisérleteinkben, amikor chp20 ¢€s eral vizzel takarékos mutansokat valamint vad
tipust (mint hozzajuk képest vizet pazarld) ndvényeket kompeticios elrendezésben iiltettiink
¢és tettiink ki vizhidnynak. Eredményeink szerint a viztakarékos novények kedvezd

tulajdonsaga a vizért valod versenyhelyzetben nem érvényesiilt (Bacso et al 2008a).

Elkiilonitetten nevelve a viztakarékos ndovények a vart fenotipust mutattak; csokkentett

parologtatasuk miatt vizvesztésiik lassubb volt, életfolyamataikat hosszabb ideig fent tudtak
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tartani vizhiany esetén. Vegyes iiltetési helyzetben azonban a szarazsagstressznek Kitett
mutansok leveleinek viztartalma a vad tipusi ndvényekével egyiitt siillyedt, a novények

egyszerre pusztultak el (33. és 34. abrak).

A kisérleteket a chp20 mutans mellett egy tovabbi csokkentett parologtatastt ABA tulérzékeny
mutanssal (eral) is elvégeztiik. Ezzel arr6l kivantunk megbizonyosodni, hogy az eredményt a

genotipustol fliggd, de a vizsgalatok korén kiviill esd esetleges egyéb faktorok nem

befolyasoljak.
A B C
VVYV MMM VMV
vy y M M M M V M iiltetési mintazat

vad tipust/chp20/kevert iiltetés

vad tipust/eral/ kevert iiltetés

33. abra: 7 napig tartd vizhianyos stressz eltérd hatasa viztakarékos mutans és vad tipusu névényekre kiillonbzo
(A: csak vad tipus, B: csak mutans, C: vegyes) iiltetési mintazatok esetén. V: vad tipus, M: mutans, csillag: a

mutans ndvények pozicidja.
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34, abra: Tenyészedények gravimetrikus viztartalma (GWC) vad tipus (wt) / cbp20 mutins (mut)

Osszehasonlitasaban A, B, és C tipusu iiltetési mintazatok esetében (szant6foldi vizkapacitas = 100%).

Tovabbi méréseket végeztiink a chp20 €s vad tipust novények gydkérzetén is, amely szerint a
gyokérzet mennyisége nem kiilonbozott I€nyegesen az iiltetési helyzet fliggvényében. Annak
kizardsara, hogy a vizutanpotlds megvondsanak dinamikdja befolydsolja az eredményt,
részleges ontdzési kisérletet végeztiink. A kisérlet eredményét a csokkentett vizutanpotlas

nem befolyésolta lényegesen, eltekintve attdl, hogy annak lefolyasa igy hosszabb ideig tartott.

Kiilonboz6 fajok egyedeinek egymadsra hatdsa gyOkérkontaktus esetén, optimalis novekedési
feltételek mellett gatlo, de akéar serkentd is lehet Armas and Pugnaire (2011) éveld
novényekkel végzett kisérletei alapjan. Vegyes novénypopulaciok esetén a vizért vald
versengés novekedést visszafogd hatasa jol dokumentdlt (pl Bennett and Cahill 2012).
Vysotskaya et al (2011) paradicsom ¢€s salata csirandvényekben kompeticio altal indukalt
¢lettani valtozasokat irtak le. Eredményeik szerint salata és paradicsom novények
kompeticioja a vizhianyos allapottdl fliggetleniil is a parologtatasuk csokkenéséhez vezetett,
mely hatast ABA kozvetitette, és melyben feltehetdleg a xylém nedv lagosodasa is szerepet

Jatszott.

Kisérleteink annyiban jelentettek wjdonsagot az ismert Osszefliiggésekhez képest, hogy
ugyanazon faj (ludfll) mutins ¢€s vad tipusi egyedeit hasonlitottuk 6ssze vizhidnyos
korilmények kozott, igy a versengésben résztvevd novények vizgazdalkodasdnak

(parologtatasuk intenzitasanak) hatdsa a kompeticioban egyértelmlibb volt. Eredményeink
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felhivtak a figyelmet arra, hogy a kisérleti koriilmények kozott jol teljesité novényvonalak a
szantofoldon  megjelend  esetleges versenyhelyzet sordn elveszthetik  vizforgalmi

sajatossagukbdl fakado eldnyiiket (Pardo 2010).

6.9 A cbp20 mutans fotoszintetikus aktivitasa

A korlatozott gazcsere melletti fotoasszimilacids képesség jellemzésére dsszehasonlitottuk a
mutans fotoszintetikus paramétereit a vad tipuséval (Bacs6 et al 2008b). Stresszmentes
novények esetében (vizmegvondsi kisérlet 0. napja) a chp20 mutéans fotoszintetikus ratdja (Pn)
nem volt statisztikailag szignifikdns mértékben alacsonyabb a vad tipusénal. A vizmegvonas
2. és 4. napjain a kiilonbség tovabbra sem volt szignifikdns, ezekben az esetekben azonban
mar a mutans Py értékeinek atlaga magasabb volt a vad tipusénal. A cbp20 ndévények
alacsonyabb parologtatdsa a 3. napra a fold gravimetrikus viztartalmaban szignifikéns
kiilonbséget hozott létre. A vizhidny hatasara a vad tipusi novényeken a 4-5. napon valtak

nyilvanvalova a hervadas kiilso jelei.
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35. abra: cbp20 és vad tipusu (col-0) névények tenyészedényeiben a fold gravimetrikus viztartalma (szantofoldi
vizkapacitas = 100%, fels6 panel), és a fotoszintetikus aktivitasok (Py, alsé panel) 7 napos vizhidnyos periédus

alatt.
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A ¢cbp20 mutans a kisérlet soran a vart modon visszafogott parologtatast mutatott, amit a
tenyészedények foldsulyainak lassubb csokkenése bizonyit (35. abra). A 0. napon mért
fotoszintetikus rata szerint a chp20 mutins fotoasszimilacidja jo vizellatds mellett
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 sztdma limitacidja nem jelentkezett. Vizmegvonas hatdsara a mutéans
novény jelentdsen kevesebb vizet parologtatva életfolyamatait joval tovabb normalis szinten
tudta tartani, ami a fotoszintetikus paraméterek (fotoszintetikus rata, fotokémiai kioltas ¢€s
kvantum hatasfok) magasabb értékeiben is megmutatkozott (36. abra). Az 5. és 7. napi
méréseken a mutans fotoszintetikus ratdja, fotokémiai kioltas €s kvantum hatdsfok értékei
szignifikdnsan meghaladtak a vad tipusét. Erdekes modon a c¢hp20 névények nem fotokémiai
kioltasa jo vizellatas mellett, valamint a kisérlet 3. napjaig meghaladta a vad tipusban mért
értékeket. A fotokémiai kioltds kezdeti novekedése mindkét genotipusban megfigyelhetd, ez a
mas fajokban is megfigyelt jelenség valosziniileg az enyhe stresszre bekdvetkezd védekezési
reakcio része (Hurry and Huner 1992, Janda et al 1994), amit késobb az érték csokkenése

kovet (daSilva and Arrabaca 2004).
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36. abra: Fotoszintetikus paraméterek valtozasa cbp20 és vad tipusii (Col-0) névényekben vizhianyos periddus
alatt. A: F,/F,: maximalis kvantum hasznositas, B: ®PSII: effektiv kvantum hatasfok, C: qP: fotokémiai kioltas,

D: gNP: nem fotokémiai kioltas
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A maximalis kvantum hasznositas (F,/Fy,), mint a vizhianyos stressz esetén gyakran vizsgalt
mutatd a kisérlet utols6 napjara sem mutatott szignifikdns kiilonbséget a mért novények
kozott. Az effektiv kvantum hatdsfok viszont a vizmegvonas 6-7. napjan mutatott
kiilonbségeket, ami a 7. napon mar statisztikailag szignifikdns volt. Megfeleld vizellatas
mellett nevelt novényeknél a mért paraméterek koziil egyediil a fotokémiai kioltds mutatott
eltérést a két genotipus kozott. A cbp20 mutansban a kisérlet kezdetén mért magasabb értékek
a mutans jobb képességét jelezheti a nem fotokémiai kioltasra, ami kedvez6tlen koriilmények
esetén eldnyt jelenthet (Molnar et al 2004). A fokozddo stressz hatasara mindkét vizsgalt
genotipusban ndtt a fotokémiai kioltds, az 5. naptol pedig szignifikans kiilonbség mar nem

volt mérheto.

Osszességében kisérletiinkbdl azt a legfontosabb kdvetkeztetést vonhattuk le, hogy a gatolt
gazcserét mutatd cbp2( mutans fotoszintetikus aktivitdsa normal vizellatottsag mellett nem
kiilonbozott szignifikansan a vad tipustol. A fotoszintézis limitacio tehat ebben az esetben
nem korlatozta a biomassza felépiilését. A mutacio ugyanakkor jelentds védelmet biztositott a
fotoszintetikus apparatus szamdra vizhidny esetén. Ez biztatd arra az nézve, ha a ludfi
mutanshoz hasonlo tulajdonsdgi haszonnovények lehetséges gyakorlati alkalmazhatosagat

probaljuk elézetesen felbecsiilni.

6.10 Alma gyiimélcs kutikula jellemzése mikroszkopos és molekularis modszerekkel

Palydm, munkassagom késobbi fazisaiban vizsgalataim kozéppontjdba a haszonndvények
(kertészeti ndvények €s gabona) vizvesztési €s stressztiirési folyamatai keriiltek. Ezen beliil az
Arabidopsis modellndvényen elért eredmények alapjan kiemelt jelentdséget kaptak a kutikula

fejlodésére és szerepének meghatarozasara iranyul6 vizsgalatok.

Az alma a magyar kertészeti termelésben meghatarozo jelentéségli faj. Gylimolcsének
viaszosodasa fontos bélyeg a fogyasztd szdmara vonzd kiils6 megjelenés, a tarolhatosagot

befolyasolo apadas, illetve egyes korokozokkal szembeni védekezés miatt is.

Ahhoz, hogy a kutikula képz6dés mechanizmusai vizsgalhatoak legyenek, elsé lépésként a
folyamatokban szerepld gének, transzkripcids faktorok azonositdsara van sziikség. Az ilyen
iranya vizsgalatokat az alma esetében a kozelmultban kozzétett teljes genom szekvencia

nagyban megkdnnyitette. Ezeknek az adatoknak és a ludfli kutikula képzddés folyamatainak
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(részleges) ismeretében tliztiik ki célul az alma gylimdles héjban kifejez6dd, kutikulaval

feltehetden kapcsolatos funkcioju gének meghatarozasat.

A molekularis vizsgélatok el6tt megmértilk a gyiimdlcsok viaszosodasat, hogy biztosak
lehessiink abban, hogy a kivalasztott fejlddési fazisban valoban folyik a kutikula anyagainak
képzddése a gyiimdles felszinén. EbbOl a célbol két kivalasztott almafajta ("Prima’ nyari, és
"Florina’ téli) gyiimdleseinek felszinérdl a viaszokat szerves oldoszerrel leoldottuk, majd
elvégeztiik azok mennyiségi meghatarozasat a termésfejlodés tobb fazisaban (37. abra). A
feliiletegységre jutd viaszmennyiség a két fajtdnal Osszemérhetd volt, bar a termelddés

dinamikaja a téli fajtanal intenzivebbnek bizonyult (37/B abra).

Kisérleteinket a gyiimdlcsok 100%-o0s szedési érettségi allapotaig végeztiik, de elképzelhetd,
hogy téarolas soran a két fajta viaszoltsagdban tovabbi kiilonbségek is kialakulnak. Ennek

eldontése tovabbi vizsgalatok targya lehet.

8 Prima
g_ Florina
S —= | —Z —
S ™ V. vI. vii, 9% 82% yy  100%82% 100%
48 Prima
E_ Florina
S = |  — e
=~ ] # w2 TS% 62% . 100%82% 100%
B 0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1
O =
, 62,50% 75-78% 100%
mg/em érettség szdzalékban

37. abra: A/ Prima és Florina alma gyiimolcsok mintavételi ideje a megporzastdl szamitott napokban (DAP)

kifejezve. B/ A gyliimdlcsok viasz fedettsége a fejlodésiik soran (Prima — kék, Florina — piros oszlopok).
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Meértiik tovabbd 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
kiilonbség nem volt nagymértékli (nem bemutatott adatok). Fénymikroszkopos vizsgélataink
szerint a Florina fajta kutikulaja 100% szedési érettségnél szignifikansan vastagabb volt, mint
a Prima fajtaé. A felszini viaszrétegek esetleges szerkezeti kiilonbségeinek feltarasa céljabol a
két vizsgalt fajtan konfokalis 1ézer scanning mikroszkoppal végeztiink megfigyeléseket. A
lipideket szelektiven festdé Auramin O kezelés utan a metszeteken jellemzd kiilonbségeket
talaltunk. A ’Florina’ gylimolcs kutikulajanak felszinén, mig a "Prima’ fajtanal a viaszbevonat
als6 rétegeinél volt megfigyelhetd intenzivebb festddés. Az irodalmi adatok szerint a
kutikuldris membran legkiilsé, vékony rétegének kitiintetett szerepe van a vizvesztés
gatlasaban (,,limiting skin” Schonherr and Riederer 1989). Ez a megfigyelés tehat
0sszhangban all a ’Florina’ gylimolcsok fentebbi kisérletben leirt visszafogottabb apadasi
ratajaval. Igaz ugyanakkor, hogy megtigyeléseink nem terjedtek ki az alma gyiimdlcs kutikula
egyeb strukturalis jellemzdire (pl mikrorepedések), amelyeknek szintén nagy hatédsa lehet az

apadast okoz6 vizvesztési folyamatokra.

Az alma kutikula képzésért felelds gének azonositdsa céljabol eldszor in silico analizist
végeztiink ludfi szekvenciak segitségével az alma genomi adatbazisban. Az alma genomban
tobb putativ gén szekvencidja kiterjedt régiokban jelentds hasonldésagot mutatott a idfiiben
funkciondlisan jellemzett, kutikuldval kapcsolatos szerepti génekhez (38. abra). A
kivalasztott gén parok erdsen homolédg atfedd régioi mellett ugyanakkor tovabbi jelentds, nem
hasonld génszakaszokat is talaltunk. Ez jelezheti az alma genom annotalds még fennallo

esetleges pontatlansagait, illetve utalhat a gének domén szerkezetének kiilonbségeire is.
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38. abra: Alma genom feltételezett géntermékei és ismert, a kutikula fejlédéshez kothetd Arabidopsis fehérje

e

A ludfli génekhez hasonld alma homologok kifejezddését a gyltimoles két szovettajan (héj €s
has) valamint a levélben kovettiik RT-PCR modszerrel. Az RNS kivonashoz feldolgozott héj
minta az epidermisz mellett néhany (atlagosan 4-5) sejtsor parenchima sejtréteget is
tartalmazott. Ez egy epidermisz-specifikusan kifejez6d0 gén esetében a kisérleteinkben
szereplé héj/htis mintdk vonatkozasban a tapasztalt génkifej0dési kiilonbség ardnyat
tobbszordsen csokkentette. Eredményeink tobb esetben mutattdk a kivalasztott alma gének
héjspecifikus kifejez0dését a gylimdlcsben, aminek aranya a tobbi mintahoz képest igy
val6szintlileg aldbecsiilt. Kisérleteinkben eldszor foleg a hosszalanct viaszok bioszintéziséért
felelos FAE komplexben résztvevd ketoacyl CoA szintazt (KCS) kdédold génekre
koncentraltunk (Albert et al 2011a; Albert et al 2011b). Tobb, feltételezett KCS gén
kifejezddését mutattuk ki Gegesi-Zold fajta gyltimolesének héjaban. Jellemeztiik e mellett az

alma egy CER1 homologjanak kifejez6déi mintazatat, amelynek valosziniisithetd szerepe a
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JoN4

zsirsav dekarbonilacids bioszintézis utvonalban lehet (Albert et al 2013a). A késObbiekben a
vizsgalatokba tovabbi, a hosszulanct lipidek szallitdsaért, modositasaért, illetve a folyamatok
szabalyozasaért felelds egyéb géneket is bevontunk. Az évjarathatas kiszlirése érdekében

kisérleteinket két évben is megismételtiik.

— T o w— g Q.
s 2 = o —
P13 Q
2 s 23 2 ai
L WL WL oo o
- - LACS2 - 2010
P - LACS2 - 2011
p— — KCS7/2 - 2010
— - e KCST7/2 - 2011
- @ &= FrDH-2010
- & w 8B & rDH-2011
- = @ == DAS)_ 2010
o @ ds @ w. PAS2-2011
e . CER10-2010
- - CER10 - 2011
P CER1-2010
(v - * s - CER1-2011
— v CER4*
- -— LCR - 2010
LCR - 2011
- - -
3 WBC11 -2010
WBC11 -2011
s — o
PR . — LTPG1 - 2010
s o - LTPG1 - 2011
WIN1 *
- eas ams e e @ biquitin

39. abra: Ludfi gének feltételezett ortologjainak kifejez6dése alma gyiimolesok kiilonbozd szdvettajaiban és

levélben. F: Florina, P: Prima fajtak

A vizsgalt gének jelentds részében kizardlagos, vagy dontd mértékii expressziot figyelhettiink

meg a héjban (Albert et al 2013b) (39. abra). A kifejezddés specifitasa egyes gének esetében
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az évjarattol i1s fiiggott (LACS2, LCR). A vizsgdlatok mindkét évében dontden héj
specifikusan fejez0dott ki példaul a CERI gén alma homoldégja, amely egy feltételezett
aldehid dekarbonilazt kodol (Aarts et al. 1995; Bernard et al. 2012). Az enzim miikodésének
terméke C29 alkan, amely valoban jelen van a ’Florina’ almahéj viaszai kozott. A ladfi CER4
gén egy alkoholképz6 VLCFA specifikus zsirsav CoA reduktazt kédol (Rowland et al. 2006).
A 2011 évi kisérletben az alma CER4 homoldgja héj specifikusan fejez6dott ki (2010-ben
nem tudtuk a terméket detektalni). A Florina alma viaszok kozott nagy aranyban taldlunk
C30, C28 ¢és C26 elsddleges alkoholokat (Verardo et al. 2003), amelyek a CER4 aktivitas
feltételezett termékei lehetnek. A LACS2, LCR ¢és WIN/SHN1 homolog szekvencidk
koordinalt kifejez6dést mutatnak a két kisérletben. Ez azért figyelemre méltd, mert
mindhdrom génnek ugyanabban a biokémiai folyamatban, a kutin bioszintézisben

tulajdonitanak (katalitikus vagy szabalyozo) szerepet.

A tapasztalt kifejez6dési kiilonbségek validalasa céljabol a szemikvantitativ RT-PCR
eredményeket egy kivalasztott gén esetében real-time PCR modszerrel igazoltuk (40. abra).
Ehhez a Lacerata gén alma homologjat valasztottuk, amely egyrészt jellegzetes kifejezési

mintazatot mutatott, masrészt ezzel a génnel tovabbi vizsgalatokat is terveztiink.
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40. abra: Az alma MdJLACERATAI gén kifejezddés expresszios szintjeinek ellendérzése real-time PCR
segitségével, a vizsgalt 2 fajta kiilonb6z6 mintaiban (Albert et al 2013b).

Az MALACERATAI kbédold régidjanak teljes hosszusagi cDNS-ét a tovabbi vizsgalatok
érdekében klonoztuk, szekvenciajat ellendriztiik, és Arabidopsis ndvénybe transzformaltuk.

17 fuggetlen transzformans vonalat nyertiink, amelyek jellemzése folyamatban van.
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6.11 Eltéro szarazsagtiirésii buzafajtak osszehasonlitasa élettani és morfologiai bélyegek

alapjan, kiilonos tekintettel a kutikulara

Kisérleteinkben szarazsag-tiird (Plainsman V, Mv Emese) és érzékeny (GK Elet, Cappelle
Desprez) buzafajtakat hasonlitottunk dssze annak érdekében, hogy meghatarozzuk a kutikula,
mint a tolerancidval kapcsolatba hozhato levélfelszini struktira kiilonbségeit. Fitotronban
nevelt buza ndvényeket a virdgzas fazisaban két egymast kovetd periddusban vizhianynak
tettlink ki. A kisérletek sordn mért hozam jellemzOk aldtadmasztottdk a valasztott fajtak
feltételezett szarazsag tolerancia szintjeit (Jager et al 2014a). A kezelések eldtt és utan a
kutikula vastagsdgot, mint a parologtatds szempontjabdl potencidlisan relevans morfologiai
paramétert mértiilk transzmisszids elektron mikroszkop segitségével. A stresszkezelés
kezdetekor mért kutikula matrix vastagsag értékek az ismételt szaritasi ciklusok hatésara sem
valtoztak. Ez gyokeresen eltér a ludfiit modellnovényben tapasztaltaktdl, ahol a vizhianyos
stressz a kutikula matrix vastagoddsat okozta, ami egyiitt jart a rezidualis parologtatas
csokkenésével is (Kosma 2009). Ez a megtfigyelés a modell és haszonnovények stressz
valaszaiban esetenként meglevd gyokeres eltérésekre hivja fel a figyelmet. A tolerans é€s
érzékeny buzafajtdk zaszlos leveleinek kutikula vastagsagat dsszehasonlitva a mért értékek
nem vart valtozatossagat talaltuk (41. abra). A kutikula mért dtméréje nem tartalmazza az
epikutikularis viaszokat, mert azok a mintak el6készitése soran leoldédnak. Megallapitasaink
tehat a kutin matrix kiterjedésére vonatkoznak, amik azonban intrakutikularis viaszokat még
valoszinlileg tartalmaznak. A szdrazsagra érzékeny ’Cappelle Desprez’ fajta kutikuldja

szignifikansan vékonyabbnak bizonyult a tobbi fajtaénal.
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41. Abra: Transzmisszios elektron mikroszképos felvételek a Plainsman (A), Mv Emese (B), GK Elet (C) és
Cappelle Desprez (D) zaszlos levelek kutikuldirdl. cl: cuticle layer; cp: cuticle proper; cw: cell wall; nyil:

epikutikularis viaszok. A fekete vonal hossza 150 nm.

Eredményeink alapjan a vékony kutikula egy olyan bélyeg, amely a vizsgalatainkba vont
fajtak koziil csak az egyik szarazsag érzékeny genotipusban mutatkozott. A vastag kutikula
tehat nem feltétleniil jart egyiitt fokozott szarazsag tolerancidval. A szarazsagtlrés
nyilvanvaléan komplex tulajdonsag, ami tobb faktor egyiittes hatésara alakul ki. A *GK Elet’
fajta kiterjedt kutikuldja ellenére példaul érzékeny a vizhidnyra. igy olyan élettani tényezéket
is kerestiink kisérleteinkben, amelyek tovabbi hozzajarulast jelenthetnek a fajtak eltéro stressz
valaszahoz. Ilyen faktor lehet az ABA érzékenység, amelynek meghatarozasa céljabol a

vizsgalt biza fajtak csirandvényeinek gyokér novekedését ABA jelenlétében mértiik.
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ABA novekedésgatlo hatdsa buza fajtak gyokerein
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42. abra: Petri csészében csirazd buzaszemek gyodkérndvekedését a jeldlt koncentracidban jelenlevd ABA

kiilonboz6é mértékben gatolta.

A 42. abran bemutatott (kozlés alatt allo) vizsgélati eredményeink azt mutatjak, hogy a ’GK
Elet’ fajta a tobbinél jelentdsen alacsonyabb szintli gyokér ndvekedés gatlast mutatott ABA
jelenlétében, ami az ABA valaszado képesség alacsony szintjét mutatja. Kisérleteinkben
ugyanakkor a ’Plainsman’ fajta ABA-ra a legérzékenyebbnek bizonyult. Kurahashi Y et al
(2009) nagyszamu buza genotipuson elért eredményei szerint a vonalak szarazsagtiirése €s az
ABA gydkérndvekedés gatlas mértéke linedris korrelacioban voltak. A *GK Elet’ fajta gyenge
szérazsagtirése tehat legaldbbis részben magyarazhaté — vastag kutikuldja ellenére — az
alacsony ABA érzékenységgel. Kisérleteink kezdetekor fajtavalasztasunkat az motivalta,
hogy ugyanezen fajtdkon Prof Erdei Laszlé és munkatarsai mar végeztek stresszélettani
vizsgalatokat, igy a genotipusokra nézve bizonyos relevans adatok mar hozzaférhetéek voltak
(Gall¢ et al., 2009; Guoth et al., 2009). A publikalt adatok kiilonbségeket mutattak a tolerans
¢és érzékeny fajtak szemterméseiben az ABA termelddés dinamikdjat tekintve. A fajtdk ABA
érzékenységére nézve azonban eddig nem voltak ismereteink. Az altalunk feltart, itt
mutatkozo kiilonbségek hozzajarulhatnak a felteheten részben ABA kozvetitette stressz-

valaszok fajtak kozotti eltéréseinek magyarazatahoz.

Eredményeink szerint tehat a’Cappelle Desprez’ fajta gyenge aszalytliréséhez vékony
kutikulaja, mig a ’GK Elet’ szenzitivitisihoz az ABA érzéketlenség jarulhat hozza.

Természetesen koOvetkeztetéseinket kis szama fajta vizsgalatdbol vontuk le, az
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Osszefliggéseket a tovabbiakban nagyobb fajtaszdmon kell igazolni. Osszességében
vizsgélataink megerdsitik, hogy a bulzafajtak vizhiannyal szembeni tolerancidja vagy
érzékenysége tobb tényezd egylittes hatasa révén alakul ki. Kisérleteink sordn a vizsgalt
fajtakban olyan élettani és a levél borszdvettel kapcsolatos morfologiai bélyeget tartunk fel,
amelyeknek nagy valdszinliséggel jelentoségiik van a stressztiirés folyamataiban, ¢és

hozzéjarulnak a tolerancia tapasztalt kiilonbségeihez.

6.12 A kutikula fejlodését szabalyozoé buza TaeSHNI transzkripcios faktor funkcionalis

azonositasa

A buza kutikula fejléddés genetikai szabdlyozoit keresve az Arabidopsis modell rendszerben
mar ismert, ilyen szerepli transzkripcios faktorok egyik csaladjat (WIN/SHN) hasznaltuk
kiindulasként. Az Arabidopsis thaliana WIN/SHNI1 fehérje szekvenciaval a tBLASTn
program segitségével az NCBI adatbazis buza EST-1 kozott keresve a Ta31753 és Ta44806
bluza Unigene-ek tagjait talaltuk leginkabb hasonlonak. A Ta31753 EST csoport tagjai a
viragzatban, a szarban €s a magban a Ta44806 Unigene a viragzatban és a magban voltak
megtaldlhatoak. A Ta44806 Unigene szekvencidkkal a Triticeae Full-Length CDS DataBase
adatbazisban (Mochida et al., 2009) a tplbOO11gl4 gént azonositottuk, amely egy 227
aminosav hosszu feltételezett fehérjét kodol. Ez 58.1%-ban azonos az Arabidopsis
WIN/SHN1 (Aharoni et al., 2004, Broun et al., 2004), illetve 72.8% ban az ezzel a ludfi
fehérjével ortolog OsWRI1 rizs transzkripcids faktorokkal (Wang et al., 2012) (43. abra). A
rizs polipeptidhez valoé nagyobb hasonlosag kiilondsen a ,,C terminalis motivum”-ban

nyilvanvalo.
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AP2 domain

AthSHN1 MVQT-KKFRGVRORHWGSWVAEIRHPLLKRR IWLGTFETAEEAARAYDEARAVLMSGRNAKTNFP LNNNNTGET-SEGETD
TaeSHN]1 MVQSKKKFRGVRQRHWGSWVSEIRHPLLKERRVWLGTFETAEEARRAYDEAARILMSGRNAKTNFPVERSANGEITVAPAVE
O3 5HNL MVQFPKKKFRGVROQRHWGSWVSE IRHPLLKRRVWLG TFETREEARRAYDE AAVLISGRNAKTNFEPVCRN STGD--LATAAD

,middle motif”

Ath3HN1 ISASSTMSSSTSSSS----LSSILSAKLRKCCKSPSPSLTCLRLDTASSHIGVWQKRAGSKSDSSWVMTVELGEPASS SCE
TaeSHN]1 FRDGRGGVGSSSSGAAGASSLSQILSAKLRKCCKTESPSLTCLRLDTEKS HIGVWQKRAGARAD S SWVMTVELNKEPATAR
OsSHNL CDARSNGGSRNSSAG---NLSQILSAKLRKCCKAPSPSLTCLRLDPEKSHIGVWQKRAGARAD S NWVMTVELNKEVE FTE

,C terminal motif”
R >
AthSHN1 TTSKASQDAILAP---TTEVEIGGSREEVLDEEEKVALQMIEELLNTHN
TaeSHN1 AARPTPSDSTVSATPCSSTSTSTTGS PPEAMEDEERIALOQMIEELLSRSSPASPSHG LLHGEEGSLVI
0SSHN1  PRAAQP-—-—-——-——————- TSTATASQVTMDDEEKI ALQMIEELLSRSSPASPSHG —-EGE-GSFVI

43. abra: Ludfl, buza és rizs WIN/SHN homoldg fehérjék szekvencia Gsszehasonlitasa (Jager et al in press
2014b). Az azonos aminosavakat kovér betiitipus jelzi, az AP2 domén és a feltételezett tovabbi motivumok

kiterjedését nyilak mutatjak. AthSHN1: Arabidopsis, TaeSHN1: buza, OsSHNI1: rizs fehérje szekvenciak

Alkalmas primereket terveztiink a tplb0011gl4 ORF szekvencia felszaporitasara, amelyet a
tovabbiakban TaeSHNI-nek neveziink. Kifejlett bliza ndvény szerveibdl (gyokér, szar, levél
lemez, viragzat) RNS-t tisztitottunk, cDNS-t szintetizaltunk, és TaeSHN1 specifikus RT-PCR
reakciot végeztiink. A gén kifejezddését a vizsgalt mintak koziil csak a virdgzatban talaltuk
meg (nem bemutatott eredmények), ami megerdsitette, hogy az Arabidopsis WIN/SHN1
ortologjat azonosithattuk, amely szintén erds kifejezodést mutat a virdgzatban. Feltételeztiik,
hogy a gén a kutikula képzddésében jatszik szerepet, ezért megvizsgaltuk kifejezédését 4 buza
genotipus 3. levél hiively altal takart régidiban, ahol a kutikula bioszintézise zajlik. Itt mind a
négy vizsgalt buzafajta esetében a gén kifejezddését tapasztaltuk, mig a levél lemez kdzépi

régiokban a TaeSHNI mRNS jelenlétét jelz6 RT-PCR termék nem jelent meg (Jéger et al in
press 2014b) (44. abra).

GKE MVE Plain CappD

TaeSHN1

— S e b g S g — Ta2776

E m b m b m b m

44, abra: A TaeSHNI gén kifejez6désének kimutatasa szekvencia specifikus RT-PCR-el buzafajtak 3. levelének

s
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A ’Cappelle Desprez’ fajta levélalapjabol nyert RT-PCR terméket klonoztuk, és 8 fliggetlen
klon szekvencidjat meghataroztuk. Egy klon tokéletesen megegyezett a tplb0011gl4
szekvenciaval, a tobbiben néhany nukleotidot érint6 egyedi szekvencia varidciokat talaltunk.
A variansok szama nagyobb volt mint 6, azaz biztosan nem egy génbdl szdrmazo6 buza EST-
ket klonoztunk. A nagymértékii hasonldosag alapjan az EST-ket harom csoportba sorolhattuk,
amelyek feltehetden harom gén alléljeit tartalmaztak (nem bemutatott eredmények). A bliza
esetében igy valosziniisithetd, hogy a TaeSHNI génhez nagyban hasonlité kis géncsalad
mikodik, a ladfi WIN/SHN génekhez hasonloan. A TaeSHNI gén(csalad) levélalapi
kifejez6dése arra utal, hogy szerepe lehet a kutikula képzddés folyamataiban. A WIN/SHN1
transzkripcios faktor ludfiiben a kutin bioszintézist iranyitja (Kannangara et al, 2007), ami
eredményeink szerint a buza TaeSHNI génre is igaz lehet. A gén kifejez6dését ugyanis
szérazsagstressz soran sem tudtuk a vizsgalt 4 buza genotipus zaszlosleveleinek kozépi
régidiban kimutatni (nem bemutatott eredmények). A vizhidny hatdsara bekdvetkezd viasz
bioszintézisben tehat nem tulajdonithatunk a 7TaeSHNI génnek szerepet. Ezek az eredmények
azonban nem mondanak ellent a gén javasolt funkcidjanak, hiszen a fentebb leirtak szerint a
kutinmatrix vastagoddsa nem része a kifejlett buzandvény szarazsagstresszre adott

valaszanak.

Hogy a TaeSHNI gén funkcidjara nézve kozvetlenebb bizonyitékot kapjunk, teljes
hosszusagu kodolod szekvenciajat ndvényi expresszids vektorba klonoztuk at, és Arabidopsis
novénybe transzformaltuk. Nyolc transzgénikus ndvényvonalbol hét a WIN/SHN
transzkripcios faktor taltermelésére jellemzo csillogo levélfelszint mutatta (Jager et al in press

2014b) (45. 4bra).

£

Col — TaeSHN1I Col-0

45. abra: A blUza TaeSHNI gént kifejez6 Arabidopsis ndvények szabad szemmel lathato fenotipusa. Col —
TaeSHNI: buza 35S-TaeSHNI gént hordoz6 transzgénikus ludfii vonal, Col-0: Arabidopsis thaliana vad tipus
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A TaeSHNI-t tultermelé novényvonalak egy része egyéb morfologiai valtozasokat is mutatott,
pl a levelek gorbiilt novekedése, torpiilés volt megfigyelhetd. Egy enyhe fenotipusu vonalat,
amely csak a csillogd levélfelszinben kiilonbozott a vad tipustol (Col-TaSHNI-4/2) a levél

kutikula mikromorfologia szintjén is jellemeztiik (46. abra).

46. abra: Vad tipusu (A) és TaeSHN] taltermel6 Col-TaSHN1-4/2 (B) Arabidopsis levél kutikula transzmisszios
elektron mikroszkopos felvételei. C: kutikula, CW: sejtfal, A fekete vonal 200 nm-t jel6l

A TaeSHNI transzgénre homozigota ndvények levél kutikuldja a vad tipusnal vastagabb volt,
ami a kutikula alkotéinak tultermelését mutatta. A kutikula matrix szerkezete ugyanakkor erds
dezorganizaciot mutatott, ami eddig nem tapasztalt 0j fenotipus a WIN/SHN tultermeld
novényeknél. A matrix ultrastruktirajanak rendezetlensége ellentétben 4all a ludfi sajat
WIN/SHNI1 génjének tultermelésekor leirtakkal, ahol a kutikula alkotdk proliferacidja szintén
megvastagodott de rendezett strukturat eredményezett (Broun et al 2004). A levelek felszinét
SEM modszerrel is megvizsgaltuk mind a szini mind a fonaki oldalakon. A vad tipus aranylag
sima, hullamos felszine helyett a transzgénikus novényeknél a felilleten mikrokristalyok

jelentek meg, amit a viaszok tultermelésére utalo jelként értelmeztiink (47. abra).
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47. abra: SEM felvételek a vad tipusu (A,C) és Col-TaSHNI-4/2 (B,D) ndvények abaxialis (A,B) és adaxialis
(C,D) levélfelszinérdl. A vad tipusu leveleken nincsenek, mig a Col-TaSHNI-4/2 leveleken megfigyelhetok
viaszkristalyok. A fekete vonal 5 um-t jeldl.

A Col-TaSHNI1-4/2 Tudfi vonal levél kutikuldjanak permeabilitasat a rozettak sotétben mért
vizvesztésével (az RWC értékek csokkenésével) jellemeztiik. Az igy meghatarozott rezidualis
parologtatas a vad tipusnal szignifikdnsan magasabbnak bizonyult, a kutikula a vad tipusnal

nagyobb mértékben volt vizre atjarhatd (Jager et al in press 2014b) (48. abra).

100
-+ Wild type (Columbia) —€—Col-TaSHN1-4/2
.

80

60

Relative water content(%)

40

0 20 40 60 80 100 120 140 160
Time (min)

48. abra: Vizvesztés sotét adaptalt vad tipusu és Col-TaSHNI-4/2 névények rozettaibol. A transzgénikus

névények gyorsabban veszitik el nedvesség tartalmukat.

84



dc_741 13

A kutikula permeabilitasat két tovabbi médszerrel is vizsgaltuk. A klorofill kioldas (49. abra)
¢s a Toluidin Kék festodés vizsgalatok (50. abra) eredményei megerdsitették a kutikula jobb

arjarhatosagat.

100
——Col-TaSHN1-4/2 {1 Wild Type (Columbia)

i e
80 W/

. Y

N A =

o / il

W S

2 1/ /T

Chlorophyll leaching (%)

0 8 16 24 32 40 48 56 64 72 80 1440
Time (min)

49. abra: Klorofill kioldas vad tipusu és Col-TaSHNI-4/2 novények rozettaibol. A transzgénikus ndvények

gyorsabban veszitik el klorofill tartalmukat a vad tipusi névényeknél.

ALL

50. abra: Toluidin Kék festés Col-TaSHNI-4/2 (A) és vad tipusu (B) novények levelein. A transzgénikus

levelek intenzivebben festddnek a vad tipusu leveleknél.

A TaSHNI tultermeld6 novények vizgazdalkodasanak jellemzése céljabol azok

szarazsagtlirését is megvizsgaltuk. Eredményeink szerint a Col-TaSHNI-4/2 novények nem
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lettek ellenallobbak a vizhidnnyal szemben (51. abra), a transzgén nem okozta a
széarazsagtlirés javulasat. Egy hosszabb (17 napos) szaritdsi peridodus utdni wjradntozést
kovetden sem mutattak jobb eredményt a Col-7aSHNI-4/2 ndvények. Mindezeket a
kisérleteket egy tovabbi (erdsebb fenotipusu) TaSHNI tultermeld vonallal is megismételtiik,

hasonlé eredménnyel (nem bemutatott kisérletek).

Col-TaSHN1-4/2

Columbia

51. abra: Col-TaSHNI1-4/2 és vad tipust ludfi ndvények 9 napos vizmegvonds utan. A ndvények

szarazsagtlirésében nem mutatkozott észrevehetd kiilonbség.

Eredményeinket Osszevetve a ludfii sajat WIN/SHNI génjét expresszald ndvények
fenotipusaval (Broun et al 2004) azt taladljuk, hogy a kutikula ultrastuktarak kiilonbsége
ellenére a réteg permeabilitdsa mindkét esetben megnétt. Ez a ladfii sajat gén esetében a
széarazsagtiirés novekedéséhez vezetett, amit azonban a bliza gén esetében nem tapasztaltunk.
Ebbdl az kovetkezik, hogy a szarazsagtolerancia javulasa a ludfii gén esetében egy, a kutikula
vizre vonatkozd permedbilitasatdl eltérd tényezd valtozdsanak a kdvetkezménye. Yang et al
(2011) feltételezik, hogy ez a tényezd a sztomaslirliség lehet, ami a ludfi WIN/SHNI gén
taltermelése esetén jelentdsen lecsokkent. Mi a sztomaszam kismértékii csokkenését

tapasztaltuk (Jager et al in press 2014b), ami nem mond ellent a fenti hipotézisnek.
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Osszességében olyan bliza szekvencidkat azonositottunk, amelyek feltételezhetden egy kis
helyén. Egy szekvencia esetében (TaeSHNI gén) bizonyitottuk, hogy ludfiiben kifejezve
képes volt a levél kutikula képzddését befolyasolni. Ez a gén tehat a ladfii WIN/SHN gének
ortologjaként nagy valoszintiséggel részt vesz a buza levél kutikula kialakulasdnak

szabalyozéasaban az egyedfejlédés soran.

6.13 Kitekintés és az eredmények hasznosithatosaga

A dolgozatban 0Osszefoglalt eredmények tovabbvitelének az alapkutatisok szempontjabol
fontos iranya lehet a kutikula fejlédés és az RNS szabalyozds kozotti kapcsolat tovabbi
feltarasa. Ez tobb modon is megvaldsulhat, amire elsdsorban ladfii modellndvény rendszerben
latok lehetéséget. {géretesnek tiinik példaul a chp20 mutians CER7/CER3 szabalyozési
mechanizmusdnak esetleges valtozasait megvizsgalni. A tovabbi lehetdségek kozott van a

cbp20 ¢és egyes kutikula mutadnsok episztatikus viszonyainak felmérése is.

A kutatasok folytatasanak a kertészeti biotechnologia és agrartudomanyok szempontjabol
lényeges vonatkozasai hasonloképpen gylimoles6zoek lehetnek. A cbp20 mutans
szarazsagtiré fenotipusa funkciOvesztéses mutacié eredménye. Igy lehetéség van
haszonndévények mutagenizalt populacidjabol pl TILLING eljarassal, célzottan, nem
transzgénikus mutdns kivalasztasira, 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 hasznosithatd mértékli
szarazsagtlirés kialakuldsahoz, mas haszonnovényekben erre lehet még esély (Papp et al

2003a).

Haszonndvényekben szeretnénk tovabba folytatni megkezdett munkankat a kutikula
bioszintézist befolyasold gének funkciondlis azonositasa érdekében. E cél felé eddig alma
esetében kozelitettiink a legjobban, ahol a bemutatott vizsgalatokban azonositott gének

egyikét (MdLACERATAI) sikeresen klonoztuk, és kifejeztiik Arabidopsis thaliana-ban.

Az alma és buza novényekre vonatkozo kutatdsi eredmények koziil tobb a gyakorlatban is
hasznosithatdo. A kutikula, illetve viasz képzddésben fontos gének meghatarozasa a
bélyegekhez kapcsolodd genetikai markerek kifejlesztésére ad lehetdséget. Ezek a

késobbiekben nemesitési programokban lesznek haszndlhatok pl marker asszisztalt szelekcio

87



dc_741 13

alapjait képezik. Alma esetében ez kiilondsen nagy eldonyt jelent majd, hiszen a gyiimdlcson
megjelend tulajdonsagok egy keresztezés esetén itt csak évek mulva véalnak vizsgalhatova.
Buzéban a kutikula fejlodéséért felelds szabdlyoz6 gén azonositdsa szintén egy jelolt gént
mutatott 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
nemesitésében nyujt segitséget a kutikula vastagsadg, mint levélfelszini morfologiai bélyegek
feltart Osszefliggése a szarazsagtiréssel. A kedvezd tulajdonsdgokhoz kapcsolodo bélyegek a
JO stressztlirést valosziniisitd indikatorok lehetnek. Bliza nemesitési vonalak jellemzésére
alkalmas modszerként értékeljiik az ABA érzékenységet becsld gyokér novekedés gatlasi
tesztet, amely csirandvényeken végezhetd, gyors, valamint kevéssé eszkdz és anyagigényes.
Az itt bemutatott bélyegek és kisérleti modszerek segitségével a szarazsagtiirés komplex
fenotipusanak természetesen csak egy-egy meghatarozdja becsiilhetd, abban jonéhany tovabbi

faktor szerepe biztosan megjosolhato.

A kutikula vizsgalatai a novénytermesztés szamara mas okokbdl is fontosak. A hajtasra
kihordott novényvédd szerek, lombtragyak, novény kondiciondld készitmények dontden a
kutikuldn keresztiil szivodnak fel. Ilyen iranyu, permedbilitdssal kapcsolatos kisérletek

Tanszékiinkon mar szintén megkezdddtek.
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7. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. A dohany 271/H2 transzkripcios géncsendesitési rendszerben a promoter homologian
alapuld géncsendesités a csendesitett prométer meiotikusan 6rokdlhetd 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 promoter szekvenciat és prokariota,

nem T-DNS eredetl szakaszokat tartalmazott.

3. Az Arabidopsis MIR159 miRNS processzalasanak legalabb egyes 1épései a sejtmagban
zajlanak. A TGS siRNS-eket szekvencia jellemzdik alapjdn a DCLI1-t6l eltérd enzim
processzalhatta. A DCL1 fehérje sejtmagi lokalizacioju, ¢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 talaltunk, ami egyiitt jart a rezidualis parologtatés

csokkenésével.

6. A cbp20 és egy tovabbi ABA tulérzékeny, viztakarékos 0dfli 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
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olyan jelolt géneket azonositottunk, amelyeknek valosziniisithetd a szerepe az alma gytimdlcs

kutikula képzddésében.

9. Négy buzafajta vizsgalata alapjan kiilonbségeket mutattunk ki eltérd szarazsagtiirési
genotipusok levél epidermiszének kutikula vastagsaga kozott. A bluza zaszlos 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 tiltermelését,
¢s eddig még nem leirt strukturdlis valtozasat idéztik elé. A kutikula rétegelt
ultrastruktirjanak 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 hasonldosagot mutatd géncsalad latja el.
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