Valaszok Dr Silhavy Daniel biralatara

K6szondm doktori dolgozatom szakérté biralatdt, a kérdéseket és értékes megjegyzéseket. A
dolgozat szerkezetére vonatkozo kritikdkat elfogadom. Az RdADM ma elfogadott modelljére vonatkozé
Osszehasonlitd attekintést masik birdlom kérésének is eleget téve beillesztettem az el6addsomba.

1. A H2 TGS Iékusz igen komplex, tobb hibds beépiilés eredménye. A szévegben utal rd, hogy a
271-es Iokusz helyzete, nem szerkezete révén vdlthat ki TGS-t. A jelenlegi ismeretink szerint miként
torténhet a siRNS képzés a két Iokuszon?

A H2 és 271 lokuszok megfigyelt kromoszémalis lokalizacidja kisérleteink értékelésénél azt sugallta,
hogy a heterokromatin kozelsége kedvezhet a TGS kialakuldasanak. A genomi kornyezet befolydsat az
is valdszindsiteni latszott, hogy bar a H2 lokuszt igen komplex szerkezetlinek taldltuk, annak 2
jelent6s méretl darabjat kilon transzformalva TGS érzékeny (K81) dohany vonalba, azok mégsem
okoztak géncsendesitést. Jelenlegi ismereteink nem adnak egyértelm(i utmutatdst arra, hogy a
genom szekvencia, vagy az érintett gén kifejez6désének milyen tulajdonsdagai inditjdk el az RdDM
kialakuldsat. A DNS és hiszton metildcid jél dokumentdltan serkenti az RADM effektor fehérjék
kapcsolddasat, és funkcionalis komplexbe szervez6dését. A nagy kiterjedés(, stabil heterokromatin
kozelsége azonban mai tuddsunk szerint nem valdszinli, hogy donté tényezd. Kisérleti
rendszeriinkben ugyanakkor az atirédd RNS tulajdonsagai mellett lehetségesnek tartom a szekvencia
kornyezet befolydsat a kdvetkezék szerint: A H2 lokusz esetében jelentdsége lehet az integralddott
DNS szakaszt hatarold genomi régidban taldlt ,gypsy” szerl retrotranszpozon szekvencidknak.
Bebizonyosodott ugyanis az, hogy a genomban az RNS Polimerdz V a transzpozon szekvenciakhoz
asszocial, igy jelen lehetett a H2 lokusz kozelében.

Az RdDM-el kivaltott TGS a névényi sejtben megjelend ,invaziv” DNS (pl aktiv transzpozonok, vagy
transzgének) elleni elsédleges védekezési mechanizmusként mikodik. Az RADM inicidcidjara nézve a
legvaldszinlbb feltevés az ,aberrdns RNS” koncepcidhoz nyul vissza, amely a képz6dé mRNS-ek egyes
tulajdonsagaival magyarazza a folyamat elindulasat (1. abra).
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1. abra Modell RADM kézvetitett géncsendesités iniciacidjara (Matzke and Mosher 2014).

Az RNS Polimeraz Il ltal atirt ,aberrans mRNS” megjelenése (példaul az mRNS magas koncentracidja)
esetén ezen a templaton az RDR6 polimerdz RNS szintézist indit, igy dsRNS képzédik. Ezt DCL2 vagy
DCL4 enzimek 21 — 22 nt hosszU siRNS-ekké hasitjak, amik az AGO1 fehérjével RISC komplexbe
épilnek és az mRNS lebomlasat okozzak (klasszikus PTGS ut). Ha a képzddott siRNS mennyisége tul
nagy, az az AGO2 szamara is hozzaférhet6évé valik, ami a NERD (NEEDED FOR RDR2-INDEPENDENT
DNA METHYLATION) fehérjével alkotott komplexként a DRM2 metilaz mikddését serkenti, igy a DNS
templat alacsony szintd metilacidjat okozza. Ez kedvez PollV polimeraz két6désének és helyileg
elinditja a kanonikus RADM folyamatot (RDR2, DCL3, 24nt siRNS-ek, AGO4, DRM2 részvételével), ami
végll a szekvencia transzkripcids csendesitéséhez vezet.
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2. A P19C vonalakban a si- és miRNS-ek szintje nétt, mig a p19N vonalakban erésen csékkent.
Ugyanakkor a kétféle vonal fenotipusa azonos volt. Hogyan magyardzhato ez?

Feltételezhetd, hogy a vizsgalt NOSpro heterokromatikus siRNS-ek és MIR159 mellett az endogén
siRNS-ek és tovabbi miRNS-ek szintje is hasonloképpen valtozott meg a P19, csendesitést
szupresszald fehérjét kifejez6 ladfli vonalakban. A P19 transzgénikus vonalak fenotipusanak
legvalészinlibb oka a funkcioképes miRNS-ek szintjének csokkenése. siRNS-ek hidanyaban (pl. az ago
mutansok tobbségénél) az egyedfejlédés normalis Uton zajlik (Vaucheret 2008), mig az alacsony
miRNS szint az itt tapasztalthoz hasonld, markans fenotipussal jarhat. Ez megfigyelhet6 példaul agol
(Morel et al 2002) vagy a cap binding protein mutansok esetében is, amik fenotipusa atfed a P19
fehérjét kifejez6 vonalakéval.



Véleményem szerint a sejtmagba iranyitott P19N fehérje az miRNS-ek nukleuszban torténé, 3’
terimalis nukleotidon térténé metilaciojat akadalyozta meg (Lézsa et al 2008). Ennek védé hatasa
nélkil az miRNS szdlak gyorsabban bomlottak le, alacsony szintjik akaddlyozta megfelel6
m(ikodésiiket. A P19C fehérje szintén csokkentette a funkciondlis miRNS-ek mennyiségét, de ugy,
hogy a citoplazmdban a mar metildlt MIR159-hez kapcsolddva annak RISC komplexbe vald éplilését
hatraltatta. Ezzel az miRNS tovabbi processzalasa (lebomlasa) is lelassulhatott. Valdszin(inek tartom
tehat, hogy a P19C vonalakban a miikddésben gatolt, P19-hez koététt MIR159 mennyiségének
emelkedését figyelhettiik meg.
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3. A CBP20 mutdnsok szdrazsdgtiir6k és ABA hiperérzékenyek csirdzdskor. Vizsgdltdk-e a
sztomak ABA szenzitivitdsat?

A sztoma konduktancia cbp20 novényekben megfigyelt alacsony értéke (dolgozat 29. dbra) azt
valdszindsiti, hogy a mutansban az endogén ABA hatdsara a gazcserenyildsok stressz mentes
kornyezetben is zartabbak maradnak. A sztémak ABA érzékenységét azonban direkt médszerrel nem
vizsgaltuk. A cbp20-hoz hasonlé fenotipusi cbp80/abhl mutans zardsejtjein mikroszkdpos
megfigyeléssel exogén ABA hatasara fokozottabb zarddast tapasztaltak (Hugouveux et al 2002, Figure
8/A). Ugyanebben a kisérletsorozatban patch-clamp kisérletekkel kimutattak a zardsejtek kifelé
irdanyuld anion csatornainak fokozott aktivitdsat, és a befelé irdnyuld Kalium csatorndak gatolt
mikodését is (Hugouveux et al 2002, Figure 7/C,D).
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4. A CBP20 mutdnsok bérszévete, kutikuldja modosult. Hogyan hat a CBP20 mutdcié a
kutikula szintézisben részt vevé gének expresszidjdra, alternativ splicing mintdzatdra?

A magi cap koté komplex mutdnsaiban térténd alternativ splicing eseményeket Laubinger és mtsai
(2008) valamint Raczynska és mtsai (2009) vizsgaltdk. CBP80O/ABH1 (és SERRATE) kdlcsénhatnak a
spliceosome-al, ami befolydsolja egyes mRNS-ek (legtobbszor elsd) intronjanak kivagddasat. Ennek



szerepe van az intronnal rendelkezé transzkriptumok géncsendesités elleni védelmében is (Christie
and Carroll 2011). A kézlemények arrdl szamolnak be, hogy a cbp20 és cbp80/abh1 mutansok atfedd,
de nem azonos valtozdsokat okoztak a splicing mintazatban, ami a serrate, hyl1 és dcl1 mutansokra is
igaznak bizonyult (Raczynska et al 2014). Laubinger és mtsai (2008) 244 gén esetében mutattak ki,
hogy az intron kivagddas hatékonysaga valamelyik cap kot6 fehérje mutdnsban és e mellett a serrate
esetében is valtozott. Ezek koziil azokat az eseteket vizsgdlva ahol a visszatartott intronok aranya a
vad tipushoz képest legaldbb 1,5-szeresre nétt, nem taldltam ismert, a kutikula fejlédéséért felelGssé
tehet6 gént. A szekvencidk kdzott ugyanakkor szdmos ismeretlen funkcidju szabalyozo és egyéb gén
szerepel, amelyek koziil egyesek részt vehetnek a kutikula kialakuldsat meghatarozé folyamatokban.
Raczynska és munkatarsai (2010) a megtartott intronok mellett egyéb alternativ splicing
eseményeket is vizsgalt cbp20, cbp80 és cbp20/80 mutansokban. 101 érintett gén kozott azonban
megint csak nem taldltam olyant, amely jelen tuddsunk szerint egyértelm(ien kapcsolatba hozhaté
lenne a kutikula képzddésével. Az alternativ splicing létrejotte mellett az mRNS szint valtozasa
kevesebb gént érint a cap kot6 komplex mutansokban. A cbp80/abhl mutans esetében 8000
transzkriptum microarray analizisével csak 18 gén esetében taldltak szignifikans csdkkenést, illetve 13
MRNS szintje emelkedett (Hugouvieux et al 2001). A kozolt 18 db, csékkent mRNS szintl gén
annotdcidja alapjan ezek nem kddoltak a kutikula bioszintézis ismert résztvevdjét vagy szabalyozéjat.
A magi cap kot6 komplex egy késSbb felismert, jelentés funkcidja az miRNS-ek érésének
befolydsolasa, amire a kovetkez6 kérdésre adott valaszban térek ki. EI6re bocsdtom azonban, hogy ez
a szabdlyozasi mdd sem fedte fel eddig az nCBC effektor mechanizmusat a kutikula fejlédésre
vonatkozdan.
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5. A CBP20 és a SERRATE mutdnsok fenotipusa hasonlo, de a SERRATE nem szdrazsdgtiiré. Mi
lehet ennek az oka? A SERRATE mutdcio menti a LACERATA kutikula szintézis gén hianydban
megjelené fenotipusos jellegek jelentés részét. Ismert-e, hogy a CBP20/LACERATA dupla mutdns
hogyan viselkedik?



A serrate pleiotrép ladfli mutdnst az egyedfejl6dési fazisaiban és levélmorfologiaban mutatott
bélyegei alapjan irtdk le (Clarke et al 1999). SERRATE a DCL1 és HYL1 fehérjékkel egyutt részt vesz az
miRNS-eket processzald komplex mikddésében (Lobbes et al 2006). A serrate mutansban a legtobb
vizsgalt miRNS processzalasa erésen gatolt (Yang et al 2006). A cbp20 és cbp80/abh1 mutansokban
szintén gatolddik tobb pri-miRNS érése, azonban az miRNS fajtdakra a mutacidk nem egyforman
hatékonyak (Kim et al 2008). A cbp és serrate mutacidk a korabbiakban leirtak szerint az mRNS-ek
alternativ splicingjat is kiilonboz6képpen befolydsoltak. Ugyanezek a mutdcidk egy még kevéssé
ismert, nem kddold RNS tipus, a lincRNS-ek képzédésére is atfeds, de nem azonos maédon hatnak (Liu
et al 2012). Mivel az nCBC mutansokban még sem az ABA valaszok (pl. sztdma zdaras) potenciacidja,
sem a kutikula fejl6dés serkentése nem teljesen feltart mechanizmussal zajlik, jelenleg nem tudjuk a
szarazsagtlrésben megmutatkozo kilonbség okat megadni. A serrate mutacio gatld hatasa az miRNS-
ekre er6ésebb és atfogdbb mint a cbp mutdcidké, de megemelkedett stressztlirést rajta nem mutattak
ki (ABA tulérzékenységet viszont igen). Ezért valdszinlbbnek tartom, hogy a jobb stressz
toleranciahoz vezet6 donté tulajdonsagok inkdbb az mRNS(-ek) alternativ splicing-janak tudhatdk be
a cbp mutansokban. Az is elképzelhets, hogy a hatds valamiképpen a lincRNS-ek mikddéséhez
kapcsolhato, errél azonban jelenleg csak nagyon korlatozott informacid all rendelkezéstinkre.

Voisin és munkatarsai (2009) feltételezték, hogy egyes kutikulat érint6 mutansok (lcr, fdh, bdg)
egymashoz hasonld fenotipusa egy, a sejt integritdst védd, a sebzési valaszhoz hasonld, az eredeti
defektushoz képest masodlagos kutikula proliferacié kovetkeztében alakulhat ki. in silico analizissel
ennek a valasznak részeként azonositottak SERRATE fehérjét (és igy az RNS érésben miikodé fehérje
komplexet). A se bdg, se Icr kettés mutansokban valéban nem jelentek meg a bdg és Icr mutans
fenotipusok egyes elemei (szerv fuzidk, se lcr esetében a permedbilitds novekedése). A kisérletek
végss konkllzidja az volt, hogy az RNS processzaléd enzim komplex részt vesz (legaldbbis bizonyos
helyzetekben) a kutikula képzésben. Ennek tovabbi bizonyitasara valdban érdemes lenne létrehozni a
lcr cbp20 kettds mutdnst. Ha a feltételezés igaz, akkor a cbp20 mutdciénak is hatassal kell lennie a
lacerata novények fenotipusara. Ezt a keresztezést egyenl6re még nem végeztiik el, a javaslatot
azonban megszivlelend6ének tartom, és kdszénom.
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6. A CBP20 csendesitett paradicsom nem volt szdrazsdgtliré. Mi igazolja, hogy a csendesitett
vonalban biolégiailag relevdns szinten cs6kkent a CBP20 szint?

A CBP20 csendesitett paradicsom novények elGallitdsa és vizsgalata nem tdrgya a dolgozatomnak, a
kisérletek eredményeit nem foglaltam a dolgozat ,,Uj tudomanyos eredményei”-nek pontjai kozé. A
félreértést az okozhatta, hogy a kisérleteket emlit6 néhany mondat az ,Eredmények és
megvitatasuk” fejezetben szerepel. Ez azonban szandékom szerint a megvitatas kitekintés jellegl
megjegyzése, amely az egyéb ott emlitett, masok (Jarmolowski csoport) altal leirt hasonlé kisérletek
kiegészitésére szolgalt. Belatom azonban hogy ez nem volt célravezetd, elnézést kérek birdléimtdl, és
kérem, hogy az ott leirt mondatokat biralatukndl ne a doktori munka eredményeként vegyék
figyelembe.

7. A CER7 exosoma komponens hianya a CER3 viasz bioszintézis kulcsgén expressziojanak
esését és a viasz felhalmozddds csékkenését idézi el6. A CER7 mutdns mentheté az RDR és SGS3
mutdcidval, ami azt sugallja, hogy a CER7 a ta-si RNS silencing utvonal antagonistdja, illetve azt,
hogy a ta-si utvonal gdtolja a CER3 expressziot. A CBP20 milyen szerepet jatszik a ta-si utvonalban,
illetve ismert-e a CBP20/CER7 dupla mutdns fenotipusa?

CBP20, CBP80 és SERRATE részvételét ta-si RNS csendesitési Utvonalban Kim és munkatarsai (2008)
vizsgdltak. A Yoshikawa és munkatdrsai (2005) altal leirt ta-si Utvonalban résztvevé mIR173 és
miR390 szintje, csakigy mint az siR255 és siR2142 mennyisége csokkent mindhdrom mutansban
(leginkdbb serrate-ban). Ebbél arra kovetkeztethetiink, hogy az nCBC komplex pozitiv hatassal van a
ta-si RNS-ek képzésére, valdszinlileg az érett miRNS-ek szintézisén keresztll. Bar a mutansokban az
siRNS-ek képzése csokkent, cbp80/abhl mutans hattérben (rdré és sgs3 hattérrel ellentétben) egy
PTGS csendesitett 35Spro-f-gliikuronidaz gén mégsem reaktivaldédott (Kim et al 2008). Ez arra utalt,
hogy a vizsgalt sense PTGS folyamatban az nCBC funkcidja nem volt dénté tényezdé.

Lam és munkatarsai (2012 és 2015) a ta-si RNS csendesitési Utvonalak Uj szabalyozéjat azonositottak
a CER7 exosome exoribonukledz komponensben, amely feltehet6en az siRNS-ek bontdsaval, tobbek
kozott a CER3 viasz bioszintézis gént is szabalyozza. A CER3 gént ta-si Utvonalon keresztiil szabalyozé
siRNS-ek eredete nem ismert, valamint az sem, hogy az ezek képz&déséért feltehetSen felel6s miRNS
az nCBC komplex szabdlyozasa alatt all-e. Mindezen érdekes Osszefliggések tisztdzdsa felé fontos
lépés lenne a cbp20/cer7 dupla mutans létrehozdsa, ami egyenl6re még sajnos nem all
rendelkezésre. Erdemes lenne tovabbd célzottan a CER3 gén mRNS szintjét pontosan meghatarozni
az nCBC és serrate mutansokban.
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8. A dolgozat egyik legérdekesebb megfigyelése, hogy CBP20 és ERA1 csokkent
pdrologtatdssal jellemezheté szdrazsdgtiir6 mutdnsok elvesztik szdrazsdgtiiré képességiiket, ha
vad noévényekkel versenyeznek. Bdr a megfigyelés nagyon érdekes, hiszen ramutat, hogy a

P

szdrazsdgtiir6ként szelektdlt vonalak mds nevelési kériilmények kézétt kénnyen elveszithetik a
szdrazsdgtiiré jellegiiket, ennek lehetséges okairél a konkrét kisérlettel kapcsolatban nem sokat
mond a dolgozat. Vegyes iiltetési helyzetben a CBP20 mutdns fenotipus vondsok koziil melyek
alakulnak ki és melyek nem? (pl. a megvadltozott bérszéveti strukturdja sem alakul ki, vagy a
morfoldgia kiilonbségek megvannak, de a sztoma konduktancia és perisztomadlis pdrologtatdsi
kiilonbségek eltiinnek stb.). Ezzel kapcsolatban felmeriil, mennyire tekintheté egy tényleges

szdntofaéldi versenyhelyzetnek ez a kisérlet?

A kisérletek soran a cbp20 és eral névények szemmel lathatd bélyegei nem vdltoztak, a mutacidk
mikromorfoldgiai illetve élettani kdvetkeznényeit vegyes lltetési helyzetben kiilon nem vizsgdltuk.
Ezt azért nem tartottuk sziikségesnek, mert a névények nevelése soran azok a vizmegvonas kezdetéig
bdséges vizellatast kaptak, igy vizhidny és versenyhelyzet addig az id6pontig nem alakult ki.
Feltételeztilk, hogy a versenyhelyzetben tapasztalt kolcsonhatds a mutdnsok kilénb6z6
vizgazddlkodasi stratégidjabdl eredt, hiszen a vizmegvonasi periddus soran a novények fejlédése mar
nem volt szamottevé. Nem tartottuk valdszin(inek, hogy az liltetési mintazat Gnmagaban a mutansok
morfolégiai vagy élettani bélyegeit érdemben valtoztatta volna. Mara azonban mar ismertek olyan
kisérleti eredmények is, amelyek szerint stresszmentes kornyezetben is kialakulhatnak bizonyos
kolcsdonhatdsok szomszédos novények kozétt az atfedd gyokérzénan keresztiil (Vysotskaya et al
2011). A kozolt megfigyelések szerint a talaj és xylém nedv pH emelkedése szomszédos salata és
paradicsom novényekben ABA kozvetitett, fokozott sztdma zardddst okozott. Hogy ilyen
kolcsdnhatds lejatszddik-e az altalunk alkalmazott ludfd kisérleti rendszerben nem tudjuk, erre nézve
méréseket nem végeztink. Az altalunk leirt jelenség mas jellegl, legegyszer(ibben a
névény/talaj/névény rendszer vizpotencial szintli kapcsolataval magyarazhatd. A bemutatott kisérleti
rendszeriink természetesen csak korlatozottan modellez egy, a szantéféldon kialakuld komplex
versenyhelyzetet. A vizsgalatokat azonban fontosnak tarjuk, hiszen a haszonndvények vegyes kulturai
esetén eredményeinknek gyakorlati jelent6sége lehet. Nyilvanvalé ugyanakkor, hogy
kisérletsorozatunkat a kolcsonhatasok leirasanak csak egy kezdeti lépésének tekinthetjik.
Kisérleteink e mellett arra is rdmutattak, hogy a vizsgalt mutdns fenotipusok hatterében kizardlag a
viztakarékos stratégia all. A névények vizpotencialjanak csokkenése esetén ugyanis sem az eral, sem
a cbp20 novények nem mutattdk a szdrazsagt(irés jeleit.
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9. Az alma kutikularis vizsgalatokkal kapcsolatos megjegyzések, kérdések.

Az alma génkifejez6dés adatainak bemutatasara vonatkozo kritikakat elfogadom.
A sz6vegben Gegesi-Z6ld szerepel, az dbran Prima és Florina fajtak: miért?

Kisérleteinket a mintdk hozzaférhet6sége miatt kezdetben Gegesi-Zold fajtan végeztiik. Az ott
kidolgozott mddszereket azutan Prima (nyari) és Florina (téli) almafajtak transzkriptom vizsgalatara
alkalmaztuk. A dolgozat szovege ezt nem emeli ki, valdban félreérthetd, ezért elnézést kérek.

A 40. dbra gRT-PCR kisérletei melyik év mintdibdl szarmaznak, csak ennek ismeretében lehet
6sszehasonlitani a szemi-kvantitativ és kvantitativ PCR eredményeket.

A gPCR-hez a 2011-es almamintdkbdl szarmazd cDNS templatokat hasznaltunk.
Miért a Lacerata gént valasztottak, és mik a heterolég expresszié eredményei?

A feltételezett alma Lacerata gén kldnozasara azért esett a valasztas, mert az (a Prima fajta esetében)
markans héjspecifikus kifejez6dést mutatott. Tovdbbi okunk volt erre, hogy a ludfli LCR gén jol
jellemzett és mutans Arabidopsis névények (a SALK gyljteménybdl) hozzaférhetGek. A LCR heteroldg
expresszio eredményeit Szabados Laszlé kérdésére vdlaszolva ismertetem.

Azt irja, hogy a C29 alkdn jelen van a Florina viaszai k6z6tt. A Primabdl hianyzik vagy nem
vizsgaltak?

Alma fajtak gylimolcseinek kutikuldris viasz 6sszetételére nézve csak kevés 6sszehasonlitd vizsgalat
ismert. Verardo és munkatarsai (2003) harom fajtat hasonlitottak dssze ilyen szempontbdl, amelyek
egyike a Florina volt. A hexannal leoldott lipidek C29 alkan tartalma Florindban 78,2%, Golden B-ben
75,8%, mig Ozark Gold-ban 71,6%. ElImondhatjuk tehat, hogy a C29 alkan tobb almafajta gyimadlcs
viaszaban is meghatdrozé komponens. Ez alapjan valdszind, hogy a Prima fajta viaszai kozott is nagy
aranyban jelen van, erre nézve azonban irodalmi vagy mért adat nem all rendelkezésiinkre.
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10. Vizhidny hatdsdra az Arabidopsis kutikuldja megvastagodik, mig a buzdé nem. Mit lehet
tudni mds fajok esetén a vizstressz-kutikula termelédés kapcsolatdardl? Az elérheté transzkriptom
eredmények mennyiben magyardzzdk ezt a kiilonbséget,

Vizhidnyos stressz hatasara a kutikula képz6dés intenzitasaban és/vagy Osszetételében szamos faj
esetében torténnek valtozasok. Ez jél dokumentalt a viaszoltsdg vonatkozdsdban, amirél Shepherd és



Wynne Griffiths (2006) kozoltek attekintést (1. Tablazat). Ebben azt mutatjdk be, hogy a fajok
nagyobb részében (de nem mindenhol) a szdrazsag stressz viasz termelddéssel, és a rezidualis
parologtatds csokkenésével jart egyiitt.

Effect on Cuticular
Plant species Stress wax quantity transpiration Composition or characteristic associated with adaptation ~ Reference
Sorghum (Sorghum bicolor)* W (RES) T (x1.15) L (RES>SUS)  Bloom (glaucous) Jordan et al. (1983, 1984)
W (SUS) T (RES > SUS) 1 Bloomless
Durum wheat (Triticum turgidum); W (RES) T Ears (x1.73) Johnson et al. (1983)
common wheat (Triticum aestivum) T Sheaths (x 1.2)
T Flag leaves (x 1.51)
Maize (Zea mays)® w T (x 1.35) after 10d Premachandra et al. (1991)
T (x 1.43) after 20 d
Tomato (Lycopersicon esculentum) W, S T Xu et al. (1995)
Oats (Avena sativa) W (RES) T (RES > SUS) L (RES > SUS)  Primary alcohols T (mainly C,¢) Bengston et al. (1978);

Alkanes | (possible switch to formation of B-diketones) von Wettstein-Knowles (1972)

Total fatty acids T (free, esterified)

w(sus) T l Primary alcohols T (mainly C,4)
Alkanes T
Total fatty acids = (free, esterified)
Cotton (Gossypium hirsutum) W (RES) T Leaves (x 1.69) Alkanes T (x 10) (Cp4 — C3,)° Bondada et al. (1996)
T Bracts (x 1.47) Alkanes T (x 2.5) (C4 — C39)°
T Bolls (x 1.04) Alkanes 1 (x 0.3) (C,,/C,g — Cpg/Cyp)"
Austrocedrus chilensis W (RES) Higher proportion of longer (C,,—-C,,) alkanes Dodd et al. (1998)
Peanut (Arachis hypogaea) S (RES) T 1 Primary and sec-alcohols; B-diketones T Rao et al. (1981)

Alkanes | (possible conversion to s-alcohols
and B-diketones)

56 weed species w No effect T More fatty acids, absence of alcohols Rama Das et al. (1979)
(mostly dicotyledenous) No effect 1 More aldehydes
15 angiospermous weed species w No effect l More alcohols, aldehydes and ketones Rao et al. (1980)
Grape (comparison of intact wax 1 (Equally Intact wax or paraffin wax; aldehyde and hydrocarbon Grncarevic & Radler (1967)
with wax fractions and individual effective) fractions; alcohol fraction (mainly Cy4, Cy6, Cyg)
compounds on artificial membranes) L (Less Fatty acid fraction (mainly C,,, C,g); C,g primary alcohol

effective)

= (Ineffective)  Oleanic acid; C,4 fatty acid

Caatinga (Capparis yco, w No effect 1 (Most n-Alkanes, triterpene alcohols Oliveira et al. (2003)
Ziziphus joazeiro) effective)

(a) Caatinga (Aspidosperma pyrifolium); 1 (Least (a) Ursolic acid (b) hentriacontan-16-one

Cerrado (Tocoyena formosa), effective)

(b) Cerrado (Aristolochia esperanzae)

W, water stress; S, salinity stress; RES, resistant; SUS, susceptible or least resistant; 1 reduction or T increase in value; = relatively unchanged.
aDryland conditions compared with well watered.

40 d old at start of stress treatment.

<Shift in homolog distribution from shorter to longer chain lengths.

1. Tablazat Viz és so stressz hatasa kutikularis viaszokra (Table 6, Shepherd és Wynne Griffiths 2006)

Egy tovabbi, j6l dokumentalt példa Sanchez és munkatdrsai (2001) tanulmanya, amelyben 20 borsé
fajtat és nemesitési vonalat vizsgdltak. Vizhidnyos stressz hatdsara a genotipusok tobbségénél a viasz
fedettség erGteljesen megndtt, ami azonban itt (egy fajta kivételével) nem jart egyitt a kutikularis
transpiracid valtozadsaval. Pozitivan korreldlt azonban a viaszoltsdg a betakaritasi index-el, és
forditottan volt aranyos a levél hémérséklettel. EbbdSl az a kovetkeztetés volt levonhatd, hogy
borséban, az adott kisérleti korlilmények kozott, a megnovekedett viaszmennyiség elsddleges
feladata a levélre esé besugdrzas szétszérasa, a levélhGmérséklet karos emelkedésének kivédése
volt. A kutin matrix vastagodast mint akklimacids valaszt els6ként a dolgozatomban is idézett Kosma
és munkatarsai (2009) irtak le. Buza esetében vizsgdlataink szerint a kutin matrix nem vastagodott
meg, az epikutikularis viasz kristalyok lerakodasa azonban a fajtak tobbségénél fokozddott (Jager et al
2014). Ismert, hogy a ludfi kutikula kutin rétege nem tipikus, lipid 6sszetétele jobban hasonlit a
szuberinhez, mint egyéb fajok kutinjaihoz (Franke et al 2005). Elképzelhets, hogy az 6sszetevSk
kiilonlegessége a képzddés egyedi szabalyozasaval jar egyitt (pl stresszvdlasz soran). Hogy ezt a
folyamatot milyen gének szabalyozzdk nem ismert, a WIN/SHN transzkripcids faktorok részvételét
publikalt kutatasi eredmény vagy nyilvanos microarray adatok (http://bar.utoronto.ca/) nem
tadmasztjak ala.
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A buza szdrazsagstressz valaszat transzkriptom szinten tébben vizsgaltak (pl Aprile et al 2009; Sz(ics
et al 2010). A kutikula képz6désével Gsszefliggésbe hozhatd gének kifejez6désére nézve azonban a
feldolgozott adatok szérvanyosak. Krugman és munkatarsai (2010) ténke buzadban (Triticum
dicoccoides) egy a kutin és kett6 tovabbi, a viasz bioszintézisben feltehet6leg szerepld gén indukcidjat
mutattak ki. A kevés rendelkezésre allé informacié tehat mind a viaszoltsdg, mind a kutin matrix
képzés serkentésére utal vizhidnyban, utdbbit azonban kenyérbuzdban sajat méréseink nem
erdsitették meg. Ludfliben a génexpresszids és microarray adatok bdségesebbek. Seo és munkatarsai
(2011) példaul a ludfti MYB96 indukalt, viasz termelésben szerepld géneket vizsgalva a KCS1, KCS2,
KCS6, CER1, LTP3, WSD1 és WBC11 szarazsagstressz alatti fokozott kifejez6dését figyelték meg. Ezek
kozil az ABC transzportert kédoléd WBC11 a kutin monomerek szallitdsaban is részt vesz. A kutikularis
funkcidkkal kapcsolatos gének specifikus bérszoveti kifejez6désiik miatt a microarray adatok kozott
alulreprezentaltak. Ezért ilyen kifejez6dési adatokat f6leg gének, géncsoportok célzott vizsgdlataiban
nyertek és/vagy a b6rszévet mikrodisszekcidval vald izolalasa utan (pl Yeats et al 2010).

Hivatkozasok:

Shepherd T, Wynne Griffiths D. (2006) The effects of stress on plant cuticular waxes. New Phytologist
171: 469-499.

Sanchez FJ, Manzanares M, de Andrés EF, Tenorio JL, Ayerbe L. (2001) Residual transpiration rate,
epicuticular wax load and leaf colour of pea plants in drought conditions. Influence on harvest index
and canopy temperature. European Journal of Agronomy 15(1): 57-70.

Kosma DK, Bourdenx B, Bernard A, Parsons EP, LU S, Joubeés J, Jenks MA. (2009) The impact of water
deficiency on leaf cuticle lipids of Arabidopsis. Plant Physiol. 151(4):1918-29.

Jager K, Fabian A, Eitel G, Szabd L, Deadk Cs, Barnabas B, Papp |. (2014) A morpho-physiological
approach differentiates bread wheat cultivars of contrasting tolerance under cyclic water stress.
Journal of Plant Physiology 171:1256—-1266.

Franke R, Briesen |, Wojciechowski T, Faust A, Yephremov A, Nawrath C, Schreiber L. (2005)
Apoplastic polyesters in Arabidopsis surface tissues--a typical suberin and a particular cutin.
Phytochemistry. 66(22):2643-58.

Aprile A, Mastrangelo AM, De Leonardis AM, Galiba G, Roncaglia E, Ferrari F, De Bellis L, Turchi L,
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development in wheat (Triticum aestivum). Physiol Plant. 140(2):174-88.

Krugman T, Chagué V, Peleg Z, Balzergue S, Just J, Korol AB, Nevo E, Saranga Y, Chalhoub B, Fahima T.
(2010) Multilevel regulation and signalling processes associated with adaptation to terminal drought
in wild emmer wheat. Funct Integr Genomics. 10(2):167-86.

Seo PJ, Lee SB, Suh MC, Park MJ, Go YS, Park CM. (2011) The MYB96 transcription factor regulates
cuticular wax biosynthesis under drought conditions in Arabidopsis. Plant Cell. 23(3):1138-52.



11

Yeats TH, Howe KJ, Matas AJ, Buda GJ, Thannhauser TW, Rose JK. 2010 Mining the surface proteome
of tomato (Solanum lycopersicum) fruit for proteins associated with cuticle biogenesis. J Exp Bot.
61(13):3759-71.

Lehetséges-e, hogy szdrazsdg hatdsdra a tolerdns és szdrazsdg érzékeny buzafajtdk esetén a
kutikula szerkezet-6sszetétel mdsként vdltozik?

A kutikula intra és epikutikularis viaszainak Osszetétele, valamint a jelenlevé egyéb lipidek, pl
terpenoidok mennyisége és ardnya szdrazsdg stressz hatdsdra valtozhat. A vizsgdlt buzafajtak
epikutikuldris viaszainal valdszinli a minGségi eltérés, mert Jager és munkatarsai (2014) a
levélfellleten képzédott kristdlyok kilonb6z6 morfoldgiai tipusait irtak le. A viasz komponensek
aranya a stressz valasz soran ugy is megvaltozhat, hogy a hajtds teljes viasz fedettsége nem valtozik.
Ezt Mackova és munkatarsai (2013) kerti zsazsa viasz analizisével mutattdk ki, ahol a vizhianyos
stresszt ABA kezeléssel szimuldltak. A hosszd lancd >C26 alifas lancu lipidek megnodvekedett
mennyiségét talaltdk az ABA kezelt novényeken, ami a legvaldszinibb mdédon a viasz
hidrofobicitasanak novekedését, igy permeadbilitasanak csokkenését eredményezi.

Hivatkozasok:

Jager K, Fabian A, Eitel G, Szabd L, Deadk Cs, Barnabas B, Papp |. (2014) A morpho-physiological
approach differentiates bread wheat cultivars of contrasting tolerance under cyclic water stress.
Journal of Plant Physiology 171:1256—-1266.

Mackova J, Vaskovd M, Macek P, Hronkova M, Schreiber L, Santrii¢ek J. (2013) Plant response to
drought stress simulated by ABA application: Changes in chemical composition of cuticular waxes.
Environmental and Experimental Botany 86:70-75.

11. Hogyan szabdlyozhatja az SHN1 a sztoma slriiséget? Mads kutikula szabdlyozok
tultermelése is sztoma szam vdltozdsokkal jar?

Yang és munkatérsai (2011) a ladf(i WIN/SHN1 gént kifejezd, indukalhatd transzgénikus rendszert
hoztak létre. Vizsgdlataikba sztdma fejl6dést szabalyozd géneket is bevontak. Azt talaltak, hogy a
WIN/SHN1 transzgén indukcidja utdn a SPEECHLESS, MUTE és FAMA sztéma differencidlodast
serkent6 gének kifejez6dési szintje lecsokkent. Ha az indukciét fejl6d6 levélben végezték, a kifejlett
levelek sztdmas(rlsége alatta maradt a nem kezelt, illetve vad tipust novényekének. A SPEECHLESS,
MUTE és FAMA gének represszidja a WIN/SHN1 transzkripcids faktor kifejezésének direkt vagy
indirekt kovetkezménye volt. A jelenséggel magyardzhatd volt a sztdmaszam csokkenése a
WIN/SHN1 taltermelS névényeken.

A viasz mutansok sztdéma fejl6dése (pl iniciacio gyakorisaga — sztdéma index) gyakran rendellenes. Ez a
kutikula képzést szabdlyozé, valamint a bioszintézis utak génjeinek mutdcidira is igaz lehet. A wax2
mutdcid példaul a levél szini és fondki sztdma indexet 16%-al illetve 17,4%-al csdkkentette (Chen et al
2003). A jelenség azzal magyarazhatd, hogy a gdzcserenyildsok differencidlédasat gatld, szekretalt
peptidek (EPF1, EPF2; Hara et al 2009) diffuzibilitdsa a megvaltozott fizikai tulajdonsagu kutikuldban
eltérhet a vad tipusétol.



12

Hivatkozasok:

Yang J, Isabel Ordiz M, Jaworski JG, Beachy RN. (2011) Induced accumulation of cuticular waxes
enhances drought tolerance in Arabidopsis by changes in development of stomata. Plant Physiol
Biochem. 49:1448-55.

Chen X, Goodwin SM, Boroff VL, Liu X, Jenks MA. (2003) Cloning and characterization of the WAX2
gene of Arabidopsis involved in cuticle membrane and wax production. Plant Cell. 15(5):1170-85.

Hara K, Yokoo T, Kajita R, Onishi T, Yahata S, Peterson KM, Torii KU, Kakimoto T. (2009) Epidermal cell
density is autoregulated via a secretory peptide, EPIDERMAL PATTERNING FACTOR 2 in Arabidopsis
leaves. Plant Cell Physiol. 50(6):1019-31.

Budapest, 2015 Szeptember 2

Dr Papp Istvan



