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BEVEZETES

Az Arabidopsis thaliana, mint modellnévény

Az Arabidopsis thaliana, magyar nevén ludfli, a molekularis névénybiologia els6
€s a mai napig legaltalanosabb modellndvénye. Kétszikl, éveld, a keresztesviraguak
(Brassicaceae) csaladjaba tartozé novény, ami egész Eurazsiaban 6éshonos. Tobb olyan
tulajdonsaggal is rendelkezik, amlyek kivald modellnévénnyé teszik: kisméretd, révid az
életciklusa (kb 60 nap), 6nmegporzd, kénnyen keresztezhet6. A magasabbreni
novények kozott az Arabidopsisnak van az egyik legkisebb, 135 Mb-nyi genomja, amely
5 kromoszoméan helyezkedik el. Ez volt az els6 megszekvendlt névényi genom (The
Arabidopsis Genome Initiative, 2000). 27000 génje alternativ splice variansokkal egyutt
37000 fehérjét kodol.

Az Arabidopsis modellnbvénnyé valasaban nagy szerepe volt a magyar
szarmazéasu Rédei Gyorgynek (Rédei, 1975). Az 6 nevehez flizédik, a leggyakoribb vad
tipus, a Columbia leirasa is. A genom alacsony szinten metilalt, €s kevés repetitiv elemet
tartalmaz (Meyerowitz 1992.). Az Arabidopsis genomban fizikai és kémiai agensekkel is
konnyen idézhetink el6 mutaciokat. Agrobacterium- altal kdzvetitett transzformacioval
nagyon hatékonyan lehet transzformans ndvényeket létrehozni (Bent, 2000). Tobbféle
kisérleti rendszerben is nevelhetjik, tveghaz mellett hidroponikusan, és Petri-csészében
is. Altalanossagban elmondhato, hogy az Arabidopsis kisérletek eredményei kénnyen,

hatékonyan adaptalhatok mas haszonnévényekben ipari célokra is.

A kdrnyezeti stressz

A novények, helyhez kotott életmodjuk miatt szamtalan kornyezeti hatasnak
vannak kitéve életik soran, igy igen gyakran talalkoznak kilonbdz6 stresszfaktorokkal. A
stressz definicidja Larcher (1987) szerint a kdvetkez8: "A stressz egy olyan terheléses
allapot, amelyben a ndvénnyel szembeni fokozott igénybevétel a funkcidok kezdeti
destabilizacidjat kdvetéen egy normalizalédason at az ellenallésag fokozdédasahoz vezet,

majd a tlréshatar tullépésekor tartds karosodast vagy akar pusztulast is okoz.”



A stresszformakat tobbféle moddon csoportosithatjuk, ezek koézial az egyik
leggyakoribb a stressz eredete szerinti megkulonbdztetés; ez esetben biotikus, illetve
abiotikus stresszrél beszélhetiink. A biotikus stressz kategorigjaba tartozik a virusok,
baktériumok, gombak, illetve allatok altal okozott fert6zések, illetve sebzések. Az
abiotikus, vagy kornyezeti stresszfolyamatok lehetnek a magas vagy alacsony fény-,
szarazsag-, hémérsékleti- vagy oxidativ stressz, illetve kulonféle tapanyaghianyok is.
Ezen stresszhatasok egymassal Osszefliggésben jelentdés hatast gyakorolnak a
életkorilményeit, elterjedési tertletét is (Smirnoff, 1998). Az abiotikus stresszfaktorok
vilagszerte komoly problémat okoznak a mezdgazdasagnak, igy a tudomanynak
torekednie kell arra, hogy megismerje az egyes stresszfolyamatok részleteit és
megoldasokat dolgozzon ki az altaluk okozott karosodas elkerilésére. Az abiotikus
stressz alatt jellemzb6en az alabbiakat értjuk: ozmotikus stressz, sostressz, hé-vagy
hidegstressz, illetve fénystressz. Ezekben a stresszfaktorokban ko6zds, hogy a
novényekben reaktiv oxigénformak kialakulasat idézik el6, amelyek, alacsonyabb
mennyiségben jelmolekulaként funkcionalnak, nagyobb koncentracidban viszont jelentés
karosito hatassal birnak.

Az ozmotikus stressz az egyik leggyakoribb, amivel a névényeknek meg kell
kUzdenie, ezt a szarazsag, a talaj magas sotartalma és az alacsony hémérséklet
egyarant kivalthatja. A kulonb6zé éghajlatokon él6 névények mind alkalmazkodni tudtak
az él6helyi, foldrajzi viszonyokhoz azéltal, hogy olyan biokémiai és élettani stratégiakat
alakitottak ki, amelyek lehetbvé teszik, hogy a novény megdrizze vizpotencialjat. Az
ozmotikus stressz jellemzé reakciutjai a Ca®" ion altal modulaltak, a jelatvitel MAP-
kindzok és Ca-flgg6 protein kinazok altal alkotott foszforilacios kaszkadon keresztul érik
el a célgéneket amelyeken belil megkllénbdztetiink korai (DREB, ABF, SnRK, ABI1)
illetve késdi (RD29B, P5CS1, RAB18, stb.) kifejez6désilieket (Singh et al, 2002, Seki et
al.,, 2003). Az ozmotikus stressz jelatvitelében fontos szerep harul az abszcizinsav
hormonra (ABA), de léteznek abszcizinsav fuggetlen jelatviteli utak is (Shinozaki 2000.).
Ozmotikus stressz hatasara kulonféle védéfehériék (LEA-k), illetve olyan metabolitok
termelédnek, amelyek képesek a vizvesztés karos hatasat csokkenteni (prolin, glicin-

betain,mannitol) (Hare et al 1998).



A hémeérsékleti stressz esetén mindenekeldtt tisztaznunk kell, hogy az egyes
névényfajok szamara mi az optimalis hémérséklet. Ezt részint a ndvényekben lejatszédé
anyagcsere folyamatok kinetikai paramétereinek hémeérséklet fuggése, részint a sejten
bellli membranok lipidjeinek telitettségi allapota hatdrozza meg. Azok a ndvények,
amelyeknek az novekedési optimuma az alacsonyabb hémeérsékleti tartomanyokban van,
a membranjaikban nagyobb aranyban tartalmaznak telitetlen zsirsavakat, mint
telitetteket. Fagyas esetén a jégkristalyok képzddése fizikai karosodast okoz a sejtekben.
Annak érdekében, hogy a jégkristalyok minél alacsonyabb hémérsékleten képzddjenek, a
membranok mellett a fehérjék szerkezete is karosodik. A ndvény ez ellen transpiracios
hatéssel, illetve hésokkfehérjék termelésével valaszol. Ozmotikus stressz esetén nem all
rendelkezésre elegendé mennyiségl és felvehetd halmazallapotu viz (aszaly, erds
parolgas, er6s fagy, magas soétartalmu talaj miatt) amire a ndévények a vizpotencial
magasan, vagy alacsonyan tartdsaval valaszolnak. A séstressz kialakulhat természetes
uton is a kedvezétlen vizellatottsag, illetve az egyes talajok eltér6 kémiai és fizikai
tulajdonsagai miatt. Napjainkban egyre jelentésebb az intenziven 6ntdzott talajokban
jelentkezd sotobblet is (Rengasamy, 2006). A talajok soétartalmanak meghatarozoi
elsésorban a Na?*, CI', Mg®*, Fe?** 'S0O,% ionok. A szarazsag és a hdstressz esetén is
jelentés szerep jut az abszcizinsav-medialt jelatviteli utaknak. A séstressz a névényekben
enzimek inaktivalasaval és a fehérjeszintezis géatlasaval jarhat (Taiz and Zeigel, 1998) A
legtbbb stresszfaktor hatasara megvaltozik a néveényi sejtek redox allapota, ami oxidativ
stresszhez, reaktiv oxigénformak (ROS) megjelenéséhez vezet. llyen lehet a fent
emlitetteken kivul a fény és a nehézfémstressz, de ez torténik biotikus stressz - példaul
korokozok, vagy sebzés - kovetkeztében létrejové hiperszenzitiv reakcid alatt is. Az
oxidativ stressz leglatvanyosabban a klorofill bomlasan, novény fakulasan kodvetheté

nyomon.



A szabad prolin, mint stresszmetabolit

A novények a stresszfolyamatokra tobbféleképpen reagalnak. Az ilyenkor
aktivalodo jelatviteli utak, a megvaltozott anyagcsere kdvetkeztében szdmos olyan gén
expresszidja modosul, illetve szamos olyan anyagcseretermék keletkezik amelyek
segitségével a ndéveny csokkenteni prébalja a stressz okozta karosodasokat. A névényi
stressz tanulmanyozasa soran a stressz formajatol fliggéen szamos metabolit
felhalmozodasat figyelhetjlk meg, ezek kozil kiemelt jelentéségli a szabad prolin
akkumulaciéja. A prolin nagymértékii felhalmozdédasat szamos ndévényben kimutattak
szarazsdg é€s sOstressz altal elbidézett alacsony vizpotencial esetén. Jonéhany
tanulmanyban emlitik meg a prolinfelnalmozédast mas stresszformak, pl. nehézfémek,
oxidativ 4gensek, és bizonyos patogének esetében is (Fabro et al., 2004; Kumar and
Mysore, 2012). Arabidopsis csirandvényekben a prolinkoncentracio akéar tobb mint
szazszorosara is megemelkedhet alacsony vizpotencial hatdsara és amint a stressz
elmulik a prolinszint néhany nap alatt visszaall az alapallapotba. Jelentés mertéki
prolinfelhalmozédast figyelhetiink meg szamos mas séstressznek kitett ndveényben is.
Ezek az adatok arra engednek kovetkeztetni, hogy a prolin minden olyan kordlmény
esetén felhalmozddik, amely a névény dehidrataciojahoz vezet,, de kisebb mértékben
nehézfémek és egyes patogén mikroorganizmusok is eléidézhetik (Verslues et al., 2006;
Sharma and Dietz, 2009; Fabro et al., 2004).

A szarazsag altal el6idézett nagymértékii prolin felhalmoz6dast részben
magyarazhatjuk a prolin kémiai tulajdonsagaival: a prolin a leginkabb vizoldékony
aminosav, €s a legtbbbet tolti ikerionos allapotban, vagyis gyenge pozitiv és negativ
toltése is van (a karboxi és aminocsoportok mentén). Ez a tulajdonsaga megegyezik
azokkal az anyagokkal, amelyeket kompatibilis ozmotikumként tartunk szamon (glicin-
betain, mannitol, trehal6z) és szamos organizmusban részt vesznek az ozmolaritas
szabalyozasaban (Yancey, 2005). Brassica juncea tilakoid membranon medgfigyelték,
hogy 1M prolin jelenlétében, az erds fény altal eldidézett lipid peroxidacio csokkent, amit
a prolin szabadgyok kioltd képességének tulajdonitanak (Alia et al 1991.) Tdbb
novényben is (Brassica juncea, Vigna radiata, Oryza sativa) megfigyelték a

megnovekedett prolinakkumulaciot UV besugarzas hatasara, ami valdészinlsiti a



szabadgyokok elleni védd hatast (Saradhi et al 1995.) Hare és Cress (1997) szerint
stresszkorilmények kozott a prolinnak jelentés szerepe van a redox egyensuly
fenntartdsaban azzal, hogy segit a normal, stresszmentes allapotban meglévo
NAD(P)H/NAD(P) arany megtartdsaban. A sokat tanulmanyozott ozmoprotektans funkcio
mellett a prolin fontos szerepet jatszik szamos ndvényi fejédési folyamatban is, mint pl. a
viragzas, a pollen, az embri6 és a levélfejlédés (Székely et al., 2008; Mattioli et al., 2009).

A prolintartalmat a szintézis és a degradacié egyensulya hatarozza meg.
Novényekben a glutamatbdl eredeztethetd utvonal a legjelentésebb, ami két reakcion
kereszill zajlik. Az elsé Iépést a A’-pirrolin-5-karboxilat szintetaz (P5CS) katalizalja, ami
glutamatbol glutamate-szemialdehidet (GSA) szintetizal (Hu et al, 1992.,Yoshiba et al
1995., Funck et al. 2008). A GSA spontan alakul at pirrolin-5-karboxilattd (P5C), amit a
P5C reduktdz (P5CR) egy redukciés lépéssel alakit prolinnd (Delauney et al. 1990.,
Funck et al, 2012.). Az egész folyamat sebességét az elsé lépés hatarozza meg, a
"feedback” mechanizmussal szabalyozott P5CS enzim &ltal, melyet Arabidopsisban két
gén a P5CS1 és P5CS2 kédol (Zhang, 1995., Szabados, 2010). Egy alternativ prolin
bioszintézis Gt az ornitinbdl indul ki, melynek kulcsenzime az ornitin-aminotranszferaz
(oat - Delauney et al, 1993). Ennek az utvonalnak a szerepe a prolin felhalmozddasban
megkérdéjelezhetd, mert funkcid vesztéses oat mutansokban a prolin szint nem valtozik

a vad tipushoz képest (Funck et al, 2008.) .

A prolin szintézise
A P5CS1 és P5CS2 gének szerepe

A prolinszintézis elsédlegesen fontos utvonalat meghatarozé Al-pirrolin-5-
karboxilat szintaz P5CS két izoenzimjének szerepe, funkcidja kozott jelentds
kulonbségeket mutattak ki. A prolinszintézis (1. abra) helye a legtobb forras szerint a
citoplazma, bar stressz korilmények kozoétt a kloroplasztiszban is végbemehet (Székely
€s mtsai 2008).

A P5CS1 expresszidja a hajtasban a legmagasabb, az o0sztédé szovetek
kivételével, ahol alacsony szintli expresszio figyelhetd meg. A P5CS1 transzkripcidjat a

magas s0, dehidratacio és hideg indukalja (Delauney and Verma, 1990; Yoshiba et al.,

9



1999:; Hong et al., 2000), a P5CS1 indukcidja fényfiiggé (Abraham et al., 2003) és reaktiv
oxigén (ROS) szingalokra is valaszol (Ben Rejeb et al, 2015). Roévid tava dehidrataciés
kisérletekben a P5CSL1 indukcioja és a prolin felhalmozodas hasonld tendenciat mutat
(Yoshiba et al., 1995). Hosszu tava vagy mas jellegli stresszfolyamatok alatt ez az
Osszefuggés nem mindig egyértelmi (Kaplan et al., 2007). A P5CS1 funkcié hianyaban
p5csl mutansban joval alacsonyabb prolinszintet lehetett kimutatni s6 stressz és
alacsony vizpotencial esetén (Szekely et al., 2008; Sharma and Verslues, 2010). Ezekrdl
a mutansokrol ismert az is, hogy s6 stressz esetén magasabb ROS felhalmozddas
figyelhetd meg bennlk, a ndvekedésik visszamarad, ami fokozott a s6-, és ozmotikus
stressz érzékenységre utal (Nanjo et al., 1999; Szekely et al.,, 2008). Abszcizinsav-
deficiens mutansokkal illetve hozzaadott abszcizinsavval (ABA) végzett kisérletek
eredményei arra utalnak, hogy a s6 és ozmotikus stressz &ltal aktivalt prolinszintézist
legalabbis részben az ABA altal szabalyozott folyamatok ellenérzik (Verslues and Bray,
2006; Sharma and Verslues, 2010). A P5CS1 expresszibjat a fény (Hayashi et al., 2000),
illetve NO kezelés megemeli (Zhao et al., 2009), brasszinoszteroidok hatasara azonban
csokken (Abraham et al., 2003). Az ABA és a fény (Abraham et al., 2003) mellett a
kalcium és lipid szignalok is hatadssal vannak a P5CS1 gén miikddésére (Knight et al,
1997; Thiery et al, 2004; Parre et al, 2007). Az ABA-an és brasszinoszteroidon kivil mas
novényi hormonrél nem ismert, hogy szerepe van a P5CS1 transzkripcios
szabélyozasaban.

A P5CS1-gyel ellentétben a P5CS2 egyfajta héaztartasi génként mikodik,
kifejez6dése az egész ndvényben egyenletes, és csak kismértékben vagy egyaltalan
nem reagal az abiotikus stresszhatasokra (Strizhov et al., 1997; Zhang et al., 1997,
Szekely et al., 2008). Ugyanakkor szerepe lehet a névény-patogén kolcsonhatasokban,
mivel az avirulens patogén baktérium fertézés esetén megemelkedik az expresszidja
(Fabro et al., 2004). A P5CS2 gén aktiv 0sztodo kalluszban és sejtszuszpenzioban is. A
p5cs2 mutansok embrid letalisak akkor is, ha a P5CS1 funkcidképes (Szekely et al.,
2008), ami arra utal, hogy a P5CS2-nek a ndvényi egyedfejlédésben fontos, jelentds
szerepe van. A P5CS2 fehérje egyértelmlen citoplazmaban lokalizalédik, mig a P5CS1
bizonyos esetekben a kloroplasztiszokban is kimutathato (Székely et al, 2008). A P5CS1

eés P5CS2 enzimek poszttranszlacios szabalyozasarol keveset tudunk. Bar mar irtak le
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P5CS foszforilaciot, ennek hatasa a fehérje aktivitasara nem ismert (Benschop et al.,

2007; Reiland et al., 2009).

A P5CS1 és P5CS2 geének expresszibjanak részletei, a transzkripcios
szabalyozasukban résztvevd transzkripcios faktorok (TF) nem ismertek. A P5CS1
promoéter olyan szekvenciamotivumokat tartalmaz, melyek megtalalhatéak a rokon
Brassicaceae fajokban, és kotéhelyei lehetnek bZIP, MYB,MYC, AP2/EREBP, C2H2 Zn-
type transzkripcios faktoroknak (Fichman et al, 2015). Egy kromatin immunoprecipitalasi
(ChIP) tanulméany szerint néhany ABA-regulalt TF is képes kotédni a P5CS1
promoteréhez (Song et al, 2016).

Cytosol
/ Mitochondrion Ch|°r°p|ast \
Glutamate
~€— NADH + H* NADPH + H* NADPH +H*
ATP
m |—>NAD* NADP*
§ ADP + Pi m
2 g
g GSA °
z A
g )
o =
= FADH, NADPH + H* P[SC NADPH + H'<¢ g
( P5CR |
—>»FAD* ithi
Ornithine NADP* NADP* —

Proline

T \ Protein

biosynthesis

Arginine /

1. abra, A prolin metabolizmus a névényekben (Szabados és Savouré, 2010). A prolin szintézise a citoplazméaban
és a kloroplasztiszban zajlik, forrasa a glutamat, kulcsenzime pedig a P5CS1. A prolin, szintézise utan a
citoplazmaba keril, majd sziikség esetén a prolin transzporterek segitségével a felhasznalasi helyére szallitodik.

Lebontaséara a mitokondriumban keril sor a prolin-dehidrogenazok altal.
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A P5C reduktaz (P5CR)

A A-1-pirrolin-5-karboxilat-reduktaz P5CR enzimet, az Arabidopsisban egyetlen
gén kbdolja és a P5C-t alakitja at prolinna. Az altalanos vélekedés szerint a PSCR nem
mennyiségi meghatarozéja a prolinszintézisnek. A P5CR transzkripcid szabalyozésa
sokkal inkabb a ndévény egyedfejlédéséhez, semmint stresszhatasokhoz kothetd
(Verbruggen et al., 1993; Hua et al., 1997; Sharma and Verslues, 2010) habar
kimutattak, hogy a meleg és a soéstressz is indukald hatassal van a gén kifejez6désére
(Hua et al 1997) (Verbruggen et al., 1993; Hua et al., 1997; Sharma and Verslues, 2010).
A magas szinten kifejeztetett PSCR nincs hatassal a képz6d6 prolin mennyiségére
(Szd8ke et al., 1992).. Erdekes, hogy a megndvekedett transzkripcié nincs hatassal sem a
szabad prolin szintre, sem pedig az enzim aktivitasara. A szabdalyozast tekintve fontos
szerepe van egy 92 bp hosszu, az 5 nem transzlalédé régidban (UTR-ben) talalhaté
szekvencianak, ami mintegy regulatorként viselkedve szabdlyozza az mRNS stabilitaséat
illetve gatolja a transzlaciét hé és soéstressz alatt, vagyis a gén traszkripcidés szintje
fuggetlen a keletkezd fehérje szintjétél (Hua és mtsai 2001). Ezen a poszttranszkripcios
szabalyozason kivil a P5CR szintje fugg a novény fejl6édési allapotatdl is, a gén
legmagasabb szinten a gyokércsucsban, a hajtasmerisztémaban, a segitésejtekben, a
hydatodakban, a pollenszemekben, a ovulumban, és a fejl6d6 magokban expresszal
(Szb6ke et al., 1992; Hua et al., 1997).

Lebontas

A prolin lebontasa egy oxidacios folyamat, amit a prolin-dehidrogenaz (PDH) és a
A-1-pirrolin-5-karboxilat-dehidrogenaz (P5CDH) szabalyoz. Mindketté a mitokondriumban

helyezkedik el és kettf illetve egy gen kddolja dket.

A prolin-dehidrogenazok (PDH1 és PDH2)

A prolin dehidrogenaz vagy prolin oxidaz a prolin lebontasi utvonalanak elsé

lépése, a prolin P5C-vé torténé atalakulasat katalizalja a mitokondriumban. A PDH enzim

12



kinetikajarol, poszttranszlacios szabalyozasarél meglepben keveset tudunk. A PDH
valészinlileg részt vesz a mitokondridlis elektrontranszportlancban és az ATP
szintézisben is. A PDH utani els6gleges elektron-akceptorrél nincsenek kozvetlen
bizonyitékaink, de az ismert adatok alapjan ez valdszinlileg a FAD lehet (Lee et al
2003.). A PDH expresszidja csokken alacsony vizpotenciél, dehidratacié és sosrtessz
alatt. (Kiyosue et al., 1996; Verbruggen et al., 1996; Verslues et al., 2007), ugyanakor
serkentdleg hat ra a stressz elmulasa, illetve a hozzaadott prolin is. (Peng et al., 1996;
Yoshiba et al.,, 1997; Satoh et al., 2002). A ProDH expresszidjanak szabalyozasa
kulcsfontossagu a stresszindukalt prolinfelhalmoz6das soran: mig a stressz folyamatok
gatoljak, a felhalmozodo prolin mar indukélja a ProDH kifejez6dését (Kaplan et al., 2007).
A PDH antiszensz  szuppresszalasa  megnovekedett  prolinszinthez  és
stressztoleranciahoz vezetett. (Nanjo et al., 1999).

Arabidopsisban a P5CS1-hez hasonl6éan a PDH-nak is két izoenzimje ismert
(Funck et al., 2010). A PDH2 &ltaldnossagban kevésbé expresszal, mint a PDH1 és a
stressz is kevésbé hat ra (Sharma and Verslues, 2010). Szintén indukalhat6 azonban
hozzaadott prolinnal, illetve gatolhaté kilsbéleg hozzaadott cukorral is (Hanson et al.,
2008; Sharma and Verslues, 2010). A ProDH1-hez hasonléan itt sem rendelkeziink
informaciokkal a fehérjeszintekrél illetve az enzim tulajdonsagairdl.

Mindkét PDH génnek egyedulalld transzkripcionalis mintazata van. A PDH1
promoéterének analizise vezetett egy cisz-hat6, prolin-valasz szekvencia elem (ACTCAT,
Proline Response Element, PRE) azonositasdhoz (Satoh et al., 2002). Késébb
bebizonyosodott, hogy a PRE-n keresztil a PDH gént bZIP tipusu transzkripcids faktorok
indukaljak. Az AtbZIP11 és AtbZIP53 faktorok az ATB2 alcsalad tagjai (Satoh et al.,
2004). AtbzIP11-rél ismert, hogy a cukor jelatviteli Utban szabalyozza a PDH2
kifejez6dését, mig a tdltermeltetett bZIP11 mind a PDH1 és PDH2 kifejez6dését
indukalja, ami csdkkend prolinszinthez vezet (Hanson et al., 2008). Kissé ellenmondasos
ugyan, hogy a szarazsag- vagy soOstressz altal megemelt prolinszint nem indukalja a
PDH-t, a kils6leg hozzaadott viszont igen. Ezért olyan eddig még nem ismert jelatviteli
mechanizmusok felelhetnek, melyeknek az a funkciéja, hogy stressz alatt a magas
prolinszint ellenére is blokkoljak az expressziot, annak elmultaval azonban ez a gatlas

megszinjon. Ez a mechanizmus nem ABA fligg6 (Sharma and Verslues, 2010).
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A P5C dehidrogenaz (P5CDH)

A A-1-pirrolin-5-karboxilat dehidrogendz enzim katalizalja a prolin oxidaciojanak
masodik Iépését ami a P5C glutamatta torténd alakitasat végzi. Arabidopsisban egyetlen
gén kédolja a P5SCDH-t, és a protein a mitokondriumban lokalizalédik. (Deuschle et al.,
2001). A P5CDH élettani funkcidira nagyrészt a p5cdh mutans vizsgélatabol
kovetkeztethetiink. Ezekben a mutansokban stressz alatt a vad tipussal megegyez6,
vagy csak kissé megnovekedett prolinszintet talalunk. (Deuschle et al., 2004; Borsani et
al., 2005). A p5cdh mutansokra jellemz6, hogy magasabb prolinszintet tartanak fenn
kontroll kérulmények kozott, mint a vad tipus. Prolin, arginin, vagy ornitin jelenlétében a
p5cdh mutans fokozott ROS akkumulaciét mutat ami szévetkarosodassal jar. (Deuschle
et al.,, 2004). A karosodas elsédlegesen a megndvekedett P5C-nek lehet kdszdnhetd,
ami megnovelheti a ROS termelést a mitokondriumban. A P5CDH transzkripcidjat
kornyezeti szignalok és az egyedfejl6édés egyarant befolyasoljak. Egy alap szinten a
P5CDH expresszidja minden ndvényi részben medfigyelhet6, egyedil a virag a kivétel,
ahol az expresszios szint magasabb (Deuschle et al., 2001). A P5CDH kifejez6dését
alacsony vizpotencial és hozzaadott prolin megemeli, ugyanakkor sostressz alatt SIRNS-
ek gatoljdk. Ezek az siRNS-ek a SRO5 és a P5CDH gének so stressz soran termel6dé
atfed6 transzkriptjai révén keletkeznek (Borsani et al.,, 2005). Osszességében a
soOstressz hatasara a prolinszintben bekovetkezd kulonbségek valdszinlileg szoros
kapcsolatban allnak a keletkz6 reaktiv oxigénformakkal, mig az alacsony vizpotencial,
annak ozmotikus tulajdonséagai és redox-puffer kapacitasa miatt, valészinileg kdzvetlendl

indukalja a prolinszintézist (Sharma and Verslues, 2010).
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A prolin transzporterek

A prolin transzporterek szabalyozzak a prolin felvételét a plazmamembranon at.
Harom csoportba tartozhatnak, amelyek az aminosav transzporter (ATF), aminosav-
auxin permeaz (AAAP) és az aminosav-poliamin-kolin (APC) csaladokba tartoznak
(Rentsch et al.,, 2007). Az ATF/AAP permeaz csaladon belul a prolint felismeré
transzporterek tobb alcsaladba is tartoznak, pl. az aminosav-permeaz (AAP), a lizin-
hisztidin transzporter (LHT), és a prolin transzporter (ProT) alcsaladok. Az AAP-k
szabdlyozzak a glutamét (aszparaginsav) és a semleges aminosavak, koztik a prolin
protonokkal tarsitott felvételét (Frommer et al., 1993; Fischer et al., 1995, 2002). Az
egyes AAP-k affinitasa a prolinra kilonbdzik. Az LHT-k nagy affinitassal transzportalnak
semleges aminosavakat, igy prolint is (Chen and Bush, 1997; Lee and Tegeder, 2004,
Hirner et al., 2006). Az AAP-kr6l és LHT-krdl elmondhatd, hogy ugyanolyan affinitassal
rendelkeznek a prolin felé, mint mas aminosavak felé. A ProT-k esetében ez nem igy
van, ezek a prolinon kivil mas aminosav transzportjaban nem vesznek részt (Rentsch et
al., 1996).

A foszfor szerepe a névényekben

A foszfor alapveté épitbkdve szamos molekulanak, foszfolipideknek,
nukleinsavaknak, ATP-nek és jelentds szerepet tolt be a fehérjék visszafordithatd
modositasaban is. Az oldott foszfatformak az oldhatatlanokhoz képest meglehetésen
korlatozott mennyiségben allnak rendelkezésre a talajpan. Ezek fémekkel alkotott
komplexekben, vagy egyes mikroorganizmusok altal eléallitott szerves vegyulletekben
kotott formakban talalhatok, amiket a ndvények nem vagy csak nehezen tudnak felvenni.
Napjainkban a foszfathiany a megmdivelt foldterlletek 70%-at érinti, és jelent6s
mertékben csokkenti a terméshozamot, ezért a foszfatmitragydk a modern
mez6gazdasag elkerulhetetlen kiegészitbiveé valtak (Lynch et al, 2011; Herrera-Estrella et
al 2016.). A foszfathiany dsszetett stresszt jelent a névények szaméra, ami gatolja a
hajtas novekedését, és a gyokér megnyulasat, gatola a fogyokér novekedéseét,

ugyanakkor el6segiti az oldalgydkerek és gyokészérok fejlédését, ezzel prébalja
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méginkabb elérhetévé tenni a talajban lévé foszfatot. A ndvények magas és alacsony
affinitast foszfattranszporterekkel szervetlen ortofoszfat formaban képesek a foszfatot
felvenni a talajbdl. A foszfatfelvétel hatdsfoka nagyban fligg a gyokérrendszer
szerkezetétdl, szerves savak kibocsatasatol, és a talajban talalhaté mikrobaktdl, foként
az arbuszkularis mikorrhizds gombaktdl (Lopez-Arredondo et al 2014). A
gyokérrendszerben a morfologiai valtozasokon tul a mikorrhizas gombéakkal vald
szimbiotikus kapcsolatok kialakuldsa el6segitheti nagyobb talajfelllet elérését, valamint
olyan kémiai reakciok létrejottét is, amelyek ndvelik a szabad foszfat hozzaférhetéségét
inszolubilis (nem oldott allapott) sokbdl, illetve szerves vegyulletekbél (McCully et al,
1999; Raghothama et al, 1999).

A novények altal felvett foszfat jelentés része membranalkotoként foszfolipidek
formajaban hasznosul, ez aldl kivételt képez a kloroplasztisz membranja, amely
els6sorban galaktolipidekbél, monogalaktozil-diacilglicerolbdl (MGDG) és digalaktozil-
diacilglicerolbdl (DGDG) all (Dérmann et al., 1999; Awai et al., 2001; Kobayashi et al.,
2007). Foszfatéhezés alatt az MGDG és DGDG szintdz genek expresszidja indukélodik
és DGDG termel6dik, hogy helyettesitse a foszfolipideket a ndvényi membranokban,
ezzel takarékoskodvan a rendelkezésre allo foszfattal (Hartel et al., 2000; Kobayashi et
al., 2009; Shimojima and Ohta, 2011). A foszfatéhezésnek tobbféle élettani
kovetkezménye van, a novények megvaltozott glikolizissel, mitokondriélis
elektrontranszporttal, szerves savak és foszfatazok kibocsatasaval (Johnson et al., 1996;
Bariola et al., 1994) és a foszfat transzportjaért és Ujrahasznositasaért felelés enzimek
szintézisének megnovekedésével valaszolnak a foszfat hianyara (Lejay et al., 2008).
Foszfat éhezés esetén megemelkedik a nagy affinitasu foszfat-transzporterek, a szabad
foszfat koté fehériek és a sejten kivuli foszfatformak elérhetéségét érzékel6 foszfat
szenzor protein kinazok expresszios szintje (Torriani-Gorini et al, 1994). Foszfat hiany
esetében, mas abiotikus stresszfolyamatokhoz hasonl6éan a hajtasban a névekedés
gatlasa mellett antocianin felhalmozodas és a levelek fakulasa figyelheté meg (Plaxton et
al 2011). Foszfatéheztetett Arabidopsis ndvények metabolomikai vizsgalatakor jelentés
valtozast tapasztaltak szamos elsédleges és masodlagos anyagcseretermék, pl néhany
szerves sav, cukrok, glukozinolatok, flavonoidok, aminosavak és a prolin szintjében is
(Morcuende et al 2007;Valentinuzzi et al, 2015; Pant et al, 2015).
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A foszfatéheztetés molekularis kdvetkezményeit el6szor baktérium, (Escherichia
coliy és éleszt6 (Saccharomyces cerevisiae) sejtekben irtak le. Ezekben az
organizmusokban egy tébb génbél allé un, “menekilési utvonalat” fedeztek fel, amit pho-
regulonnak nevezték. Magasabbrendli novényekben szamos, a foszfat éhezéssel
kapcsolatba hozhato faktort irtak le (Goldstein et al., 1988), kdztik a foszfoenol-piruvat
foszfatazt, a foszfat fuggd foszfofruktokinazt (Theodorou and Plaxton, 1993),
foszfodiészterazokat, ribonukledzokat (Green, 1994), foszfat transzportereket
(Raghothama, 2000), és foszfatéhezés altal indukalhaté savas foszfatdzokat (Duff et al.,
1994; del Pozo et al, 1999; Baldwin et al., 2001). A foszfat homeosztazis
szabalyozasahoz egy dsszetett jelatviteli haldzatra van szilkség, amely koordinalni tudja
a felvételt, transzportot és metabolizmust is (Doerner et al 2008; Hu et al, 2011
Rouached et al, 2010). Expresszios vizsgalatok lehetéveé tették szamos foszfatfliggd gén,
és a legfontosabb szabalyozo6 rendszerek azonositasat (Morcuende et al., 2007; Bustos
et al., 2010; Woo et al., 2012).

A foszfatstressz jelatvitel és annak komponensei ndvényekben

A novényekben a foszfathiany altal kivaltott stressz még kevésbé tanulményozott,
mint a s6 vagy szarazsagstressz. A foszfat éhezés soran aktivalédd reakcidutak
résztvevéi kozil néhanyat azonban mar ismerink. Ezek k6zott jelentés szerepet jatszik a
PHOSPHATE STARVATION RESPONSE 1 (PHR1l) és PHRI1-LIKE 1 (PHL1)
transzkripcids faktorok, amelyek egy 15 tagi MYB-CC transzkripcids faktor csalad tagjai,
es amelyek foszfatéhezés soran a legfontosabb transzkripcids regulatornak bizonyultak.
Expressziojuk foszfatéhezésre nem idukalédik ugyanakkor a PHR1 alapaktivitasa
fényben jelentésen nagyobbnak bizonyult fényben, mint sététben (Liu et al 2017.). Az
emlitett transzkripciés faktorok szamos, a foszfatéhezésben szerepet jatszd gén
expressziojat befolyasoljak, mintegy mesterregulatorai a folyamatnak: meghatarozzak a
stressz soran bekdvetkezé anyagcsere-és novekedeési valaszokat (Rubio et al., 2001,
Bari et al.,, 2006 Nilsson et al.,, 2007; Pant et al., 2015). A PHR1 bizonyitottan
kulcsfontossagu a fénystressz soran és a fotoszintézis foszfat hiany alatti fenntartasahoz
(Nilsson et al., 2012.). A PHR és PHL1 gének kozt funkcionalis redundancia figyelhet6
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meg, mivel a phrl mutacid6 hatdsa csak részlegesen valtoztatia meg tobb
foszfatéhezéssel kapcsolatba hozhaté gén kifejez6dését. Tobb bHLH, WRKY, Cink-ujj,
és R2R3 MYB csaladba tartozo6 transzkripcios faktorrdl is feltételezhetd, hogy részt vesz
a foszfatéhezésre adott valaszokban, de a jelatviteli Utban bet6ltott pontos szerepik még
nem teljesen ismert. Klecker és mtsai (2014) bebizonyitottdk, hogy a PHRL1
transzkripcids faktornak a hypoxiara adott transzkripcidés valaszok szabalyozasaban is
szerepe van. A PHR1 kulcsszerepet tolt be a foszfat hiany soran az aminosavak
szintézise és a lipid remodeling szabalyozasaban (Pant et al., 2015a; Pant et al., 2015b).
A foszfatéhezésben szerepet jatszé gének promoterében PHR1-kété szekvencia elem
(P1BS) talalhato, amely a PHR1 és PHL1 kotéséért felelés. P1BS nélkil nem kévetkezik
be a PHR1 fuggd gének indukcidja a foszfatéhezés alatt (Bari et al., 2006., Karthikeyan
et al., 2009; Wada et al., 2015). A PHR1 és PHL1 gének expresszibjat a foszfat éhezés
nem valtoztatia meg, szereplk azobna elengedhetetlen a streszvalaszban szerepet
jatsz6 gének bekapcsolasahoz. (Bustos et al., 2010). Ezt az elméletet erésiti meg az is,
hogy phrl knockout mutans noévényekben a foszfat-stressz altal indukalt gének
alacsonyabb indukcitja figyelheté meg (Rubio et al., 2001; Gaude et al., 2008). Mas
stresszkorilményekhez hasonléan, a foszfatstressz esetén sem csupan transzkripciés
faktorok jatszanak szerepet, hanem poszt-transzkripcios modositasok is jelentések
lehetnek, mint amilyen a szumoilacié vagy a proteoszémakon keresztil torténé fehérje

lebontasi folyamatok is.
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rendelkezésre elegendé foszfat, a PHR1 szumoilaciot kdvetben aktivalodik és a célgének P1BS helyeire

PHO1 degradation

bekoétédve serkenti azok transzkripcidjat, illetve a miR399-en keresztul blokkolja az utvonal lefolyasat gatlé
PHO2 ubiquitin ligazt. Foszfat jelenlétében a PHR1 nem tud aktiv allapotba keriilni, és a kihasznalatlan

foszfat transzporterek degradéaciora kertilnek (Briat el at 2015.).

Miura és mtsai (2005) kimutattak, hogy foszfat limitacio alatt a PHR1 transzkripciés faktor
poszt-transzlaciés modositason keresztil aktivalodik, kotédik a célgénekben talalhato
P1BS szekvenciahoz, ami a transzkripcié indukciéjahoz vezet (2. abra). Ez a poszt-
transzlaciés modosulas egy szumoilacié, amit a SIZ1 small ubiquitin-like modifier
(SUMO) E3 ligaz végez. Bar a SlIZ1 a pho regulon mas tagjait is képes befolyasolni,
legfontosabbnak a PHR1 aktivalo szerepét tartjak (Miura et al 2005.).

A foszfatehezés soran egy fontos célgén az SPX1 (SPX-domain gene 1 -

AT5G20150), amely a baktériumokban leirt SPX domeént tartalmazza. A foszfatéhezeésre
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ennek a génnek az expresszidja valaszol az egyik leggyorsabban. A mezofil
levélsejtekben megfigyelt sejtmagi lokalizacio arra utal, hogy szerepe lehet tovabbi
foszfatéheztetésre reagald gének transzkripcios szabalyozdsaban (Duan et al., 2008).
SPX1 tultermelé vonalakban megfigyelték az ACP5, RNS1 és a PAP2 megndvekedett
expresszigjat is. Az RNS1 egy S-tipusu ribonukleaz, az ACP5 pedig egy savas foszfatazt
kodol, mindkettének a foszfat Ujrahasznositdsaban van szerepe, mig a PAP2 egy
antocianin akkumulaciét serkenté gén. Ezek alapjan feltételezhetjuk, hogy az SPX1 a
foszfatéhezés sordn mind az Ujrahasznositds serkentésével, mind az antocianin
karosodasok elkeruléséhez, csokkentéséhez. Megfelel6 foszfatellatottsag esetén
azonban az SPX1-nek egészen mas szerepe van, ekkor a PHR1 inhibitoraként
viselkedik. Ezt kétféleképpen teheti meg: egyrészt kompetitiven kétédik a P1BS helyhez,
masrészt pedig megfeleld foszfat ellatottsdag esetén a sejtmagban a PHR1-hez
kapcsolodva megakadalyozza annak kotédését a célgének promoteréhez. Ezt a modellt
aldtdmasztja, hogy spxl mutans ndvényekben megemelkedett PHR1 aktivitasra utalo
élettani valtozasokat irtak le normdl foszfatellatottsag, illetve a foszfatstressz
megszlnése esetén (Puga és mtsai 2014).

A foszfatéhezés soran a PHR1 és PHL1 altal szabalyozott gének kozul a
legfontosabbak a PHT1 és a PHOL1 gének. A PHT1 egy plazmamembranon talalhato
nagy affinitasi H'/Pi ko-transzportert kodol (Okumura et al.,1998; Mudge et al., 2002),
amely els6sorban a gyokér bérszoveti (epidermisz) és kérgi (kortex) sejtekben talalhato;
ennélfogva a kozvetlen foszfatfelvételben jatszik szerepet. Amikor a foszfat bejut a
gyokeérbe, a szallito-xylem sejtekbe toltédik és a hajtas felé szallitédik. Ebben fontos
szerepe van a periciklusban expresszalédé PHOL1 transzporternek. A PHO1 expresszidja
nem csak PHR-figgé, de azt egy WRKY transzkripcios faktor is szabalyozza (Chen et
al., 2009). Amikor megfelel6 mennyiségl Pi all rendelkezésre a WRKY6 a PHO1
promoéteréhez kapcsolodik és gatolja annak kifejez6dését. A foszfat éhezés a 26S
proteoszéma altal kdzvetitett proteolizis segitségével csokkenti a WRKY6 mennyiségeét,
ezdltal feloldja a transzkripcidés gatlast. (Chen et al., 2009).

A PHT1 és PHOL fehérjék poszt-transzlacids szabdalyozas alatt is allnak. A PHT1 fehérje,

ha elegendd foszfat all rendelkezésre, a Ser514 poziciéban foszforilalodik, igy az ER-ban
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marad, vagyis nem tudja elfoglalni rendeltetési helyét a plazmamembranon. (Bayle et al.,
2011). Az ER-t elhagyva ennek a két transzporternek a tovabbi sorsaban jelentds
szerepe van a PHO2-nek, amely egy E3 tipusu ubiquitin ligaz. Amennyiben megfelel
mennyiségu foszfat all rendelkezésre, ugy a PHT1 és a PHO1 fehérjéket a PHO?2
ubiquitindlja, ami utdn a proteoszomékban degradalédnak. A pho2 mutansban magas Pi
—t figyelhetiink meg a hajtasban és igy ez a ndvény a Pi mérgezés tlneteit mutatja.
(Delhaize and Randall, 1995; Dong et al., 1998). Foszfathidny esetén a PHO2 szintjét a
miR399 mikro RNS is szabalyozza. A miR399 expresszidja a PHR1 és PHL1
aktivitasanak kovetkezében a foszfatéhezéskor ugrasszerlien megnd, ami csdkkenti a
PHO2 transzkript szintet (Fujii et al 2005., Aung et al 2006). A miR399 RNS detektalhatd
Pi éheztetett novényekben, de normal Pi ellatottsdg mellett a transzkript nincs jelen.
QRT-PCR adatok szerint a miR399 transzkript foszfatmegvonas alatt 1000-10000x
emelkedést mutat, ami hasonl6 az Arabidopsisban a foszfatéhezésre legjobban reagalo
gének transzkript szint novekedéséhez. A miR399 abundanciaja specifikusan Pi
ehezéshez kotott, sem nitrogén-, szénhidrat- vagy kénhiany nem befolyasolja. A miR399
mellett az IPS1 (Rubio et al 2001) szintén egy PHR1 altal indukalt nemkodol6 RNS-t
kédolé gén, amelynek poszttranszkripcios szabalyozé folyamatokban van szerepe az
“RNS-mimikri” mechanizmusan keresztul.

A PHO2 elétti 1.1 kb hosszu 5 UTR szakasz Ot kézel azonos kb. 21 nukleotid
méretli motivumot tartalmaz, amely a miR399 szekvenciak komplementere, (miR399a-f
variansok). Kordbbi tanulmanyok szerint az miR399 altal iranyitott mMRNS
degradaciojanak a PHO2 az egyik célpontja (Allen et al., 2005), a miR399 b, c és f
tultermelése csokkent PHO2 transzkriptmennyiséghez és megnovekedett foszfat
szinthez vezet (Chiou et al., 2006). Ennek megfeleléen a transzgenikus miR399
tultermel6 vonalak a pho2 mutanshoz hasonlo fenotipust mutattak (Bari et al., 2006). Az
expresszios eredményekbdl és a miR399-PHO2 elleniranyld valtozasbol arra
kovetkeztethetiink, hogy a hajtasban keletkezett miR399 a gyokérbe transzportalodik,
ahol a PHO2 kifejez6dését gatolja (Lin et al., 2008b; Pant et al., 2008). A Pi hiany okozta
mMiR399 expresszié novekedés a hajtasban korabban kovetkezik be, ami valdszinUsiti
hogy a miR399 hajtas-gydkér irdnyu transzportja egy rendszerszintl Pi hiany jelként is
szolgal (Lin et al., 2008).
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A novéenyek az alacsony foszfatellatottsag karos hatasainak kivedése érdekében
els6ként foszfatfelvételhez szikséges fehérjéket kodold géneket aktivalnak, ilyenek
példaul a PHT1 és a PHO1 transzporterek. A gén aktivalasat megel6zi a PHR1
szumoilacioja (S1Z1 éltal), ami feltétele a promoteriikhéz kétédésének. Ezzel egyidében a
PHT1 és a PHOL poszttranszkripcidés szabalyozoi (PHT1.1, PHO1.H1) is aktivalédnak,
ugyanakkor gatlodnak azok a mechanizmusok, amelyek ezen fehérjék degradaciojat
szabalyozzak. llyen az emlitett fehériék proetaszomak altali degradacidjaért felel6s
PHO2 ubiquitin konjugaz, amelynek gatlasa miR399 mikro RNS-eken keresztil torténik.
Amennyiben elegend§ foszfat van jelen, mar nem lesz szilkség a megndvekedett szamu
foszfat-transzporterre, igy ezek lebontasra kerilnek. llyenkor a PHR1 fehérjével SPX
proteinek hatnak koélcsoén, ami megakadalyozza ezen transzkripciés faktor célgének
promoéteréhez torténd kapcsolddasat. Az IPS1 terméke (nem kodold RNS) nagy

mennyisében jelenik meg, megkoti a miR399 RNS-eket, ezaltal azok nem tudjak tovabb

Y re
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CELKITUZESEK

Munkam soran az Arabidopsis thaliana P5CS1 gén kifejez6dését szabalyozo fehérjék
azonositasat tlztem ki célul. Ez a gén kddolja a stresszindukalt prolin bioszintézis
kulcsenzimét, mely fontos szerepet tolt be a ndvény védekez6 mechanizmusaiban,
tobbek kozott s6-, és ozmotikus stressz esetén is. A névények reakcidi a kuilonbdzé
kornyezeti stresszformakra és az ezeket szabdalyozo6 jelatviteli folyamatok Osszetett

transzkripciés, hormonalis és metabolikus szabalyozas alatt allnak.

1, Eleszté egy-hibrid rendszerrel lehetséges P5CS1 promoéter kélcsénhato
partnereket kutatunk fel, majd a kdlcsdnhatast fliggetlen modszerekkel igazoljuk;

2, A Kkolcsbnhatdé transzkripcidés faktor ismeretében vizsgaljuk a vad tipusu
Arabidopsisban végbemend ndvekedésbeli és metabolikus valtozasokat;

3, Felderitjiik az emogott allé molekularis mechanizmusokat és kodlcsonhatasokat;

4, Amennyiben lehetséges, mutans vonalakon teszteljik a P5CS1 és a jel6lt
kélcsdnhat6 kapcsolatat;

5, Az Ujonnan azonositott kolcsonhatdé partnerrel bévitjuk a P5CS1 stresszben

betdltott szerepével kapcsolatos ismereteinket.
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ANYAGOK ES MODSZEREK

Noveényi anyagok és nevelési kérulmények

A munkam soran vizsgalt Arabidopsis névények kozil kontrolként minden esetben
a Columbia 6kotipust (Col-0) hasznaltam, a mutansok mindegyike ebben a hattérben
talalhat6.A p5csil-1, pdh2-2 and pdhl-4 mutansok a SALK kollekciébol szarmaznak
(SALK_058000, SALK 108179, SALK 119334 - Székely et al, 2008). A phrl, phll and
phrlphll mutansokat Dr. J. Paz-Ares bocsatotta rendelkezésiinkre (Centro Nacional de
Biotecnologica, Madrid, Spain - Bustos, 2010.). Az aba2-3, abi4-1 and abi5-1 vonalak az
ABRC gyljteménybdl szarmaznak (ABRC gydjtemény szamok: CS3834, CS8104,
CS8105). A novények folyamatos, 150 UE er8sségli fényben 22°C-ban vizszintes Petri-
csészékben néttek, kivéve a gyokérndvekedés vizsgalatokat, ahol a Petri-csészéket
flggblegesen rogzitettik. A magokat 70%-o0s etanollal 1 percig, majd 10%-0s
Domestossal 10 percig sterilizaltuk, majd desztillalt vizzel dblitettiik. Az altalunk hasznalt
taptalaj a kovetkez6 elemekbdl allt: 5 mM KNO3z, 2.5 mM KH,PO, (pH 5.5, KOH-dal
beallitva), 2 mM MgSQO4, 2 mM Ca(NOs),, 50 uM Fe-EDTA, 70 uM H3BOg3, 14 uM MnCly,
0.5 UM CuSOy, 1 pM ZnS0Oy4, 0.2 uM NaMoOQy,, 10 uM NacCl, 0.01 pM CoCl,, 2.5 mM MES
[2-(N-morpholino)-ethanesulfonic acid]-KOH (pH 5.5), 0.5% (w/v) szahar6z. Az alap,
kontrol (Pi+) taptalaj 2.5 mM KH,PO,—ot tartalmazott, a foszfatmentesbdl (Pi-) ezt
elhagytuk (Ticconi et al, 2001.). A taptalaj szilarditasaért 0.8% phytoagar felelt. A
foszfatéhezéshez 5 napig foszfor tartalmi (Pi+) taptalajon nevelt névényket helyeztiink at
foszfor mentes (Pi-) vagy kontrollként Pi+ taptalajokra 14 napos id6tartamra. A NaCl és
abszcizinsav kezeléshez 14 napos novényeket helyeztink at 75 és 150mM NacCl-ot,
illetve 50 uM ABA-t tartalmazd taptalajokra 1-3 napra. Minden bemutatott eredmény
legaldbb 6 technikai és 3 biolégiai ismétlés utan kerilt ismertetésre, a statisztikahoz
minden esetben standard hibat abrazoltunk és a szignifikanciat Student-féle t-teszttel

szamoltuk.
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Molekuléris bioldgiai alapmddszerek

Munkank sordn a rutin klonozasi és plazmidfelszaporitasi eljarasokhoz
Escherichia coli XL1 Blue MRF’ sejteket (Stratagene), bakterialis fehérjeexpressziéra
minden esetben BL21 DE3 Rosetta (Novagene) sejteket hasznaltunk Mindkét esetben
Inoue és munkatarsai altal leirt modszert alkalmaztuk (Inoue et al., 1990) kompetens
sejtek készitésére és transzformacidjara hésokk felhasznalasaval.

E. coli sejtek nbvesztése LB taptalajon tortént Sambrook et al., (1989) utmutatasai
alapjan 37°C-on. Az egyes hasznalt vektoroknak megfeleléen a kovetkezé
koncentraciéban hasznéltunk antibiotikumokat: Carbenicillin 100 mg/l, Kanamicin 25
mg/l. A plazmid DNS izolalasahoz Biobasic EZ-10 Spin Column Kitet, agar6z gélen
(termék mérettdl figgden 0.5-2%) torténd megfuttatasukhoz Generuler Iétrat (Fermentas
SMO0331) hasznaltunk Sambrook et al (1989) alapjan.

A kisérletek soran a plazmid DNS-ek, restrikcios endonukledz emésztéseét, a DNS
fragmentek ligalasat minden esetben a gyartd (Thermo Fisher Scientific) altal ajanlott
korilmények kozott hajtottuk végre. Futtatas utan a DNS fragmentek agaréz gélbél vald

izoladlasara GeneJET™ (Fermentas, KO691) gélextrakcios kitet hasznaltunk.

DNS izolalas

100-200 mg novényi mintat dorzsmozsarban kvarchomokkal és folyékony
nitrogénnel elddrzsoltink, majd 700 ul 65°C-os CTAB pufferrel homogenizaltuk (2 %
CTAB (w/v), 100 mM Tris-HCI pH:8, 1.4 M NaCl, 20 mM EDTA pH 8, 1 % PVP-40 (w/v)),
melyhez felhasznalas elétt ml-enként 3ul B-merkaptoetanolt adtunk. Az elegybdl a
lipideket és proteineket 2x1 térfogatnyi kloroformmal térténé extrahalassal eltavolitottuk,
a vizes fazisban talalhaté DNS-t izopropanollal -20°C-on kicsaptuk, centrifugaltuk, majd
20 pl/ml RN-az A-t tartalmazé vizben feloldjuk. A tisztdbb DNS elérése érdekében
etidium bromidot (0.25 mg/ml végkoncentracioig) majd 5 perc soététben torténd inkubalas
utan ammonium acetatot (2.5 M végkoncentracioig) adunk hozza. A szennyezédéseket
fenol-kloroformos (1:1) majd kloroformos extrakcioval tavolijuk el, majd a vizes fazisban
lévé DNS-t abszolut etanollal kicsaptuk, majd desztillalt vizben visszaoldottuk.
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Valés idejii kvantitativ PCR (rt-qPCR)

A RNS izolalast a Gombos és mtsai altal jegyzett protocol szerint végeztem. A
cDNS szintézisét 2 pg RNS-bol 20 pl végtérfogatban RevertAid M-MuLV Reverse
Transcriptase (Thermo Fisher Scientific) enzimmel random hexamer felhasznalasaval
végeztem. A valds ideji (real time)PCR-eket ABI 7900 Fast Real Time System (Applied
Biosystems) készulékkel végeztem a kovetkezd beallitasokkal: denaturacié 95°C 10
perc, 40 ciklus: 95°C 10 méasodperc és 60°C 60 masodperc. A reakcioé végén az adatokat
ABI SDS szofverrel elemeztem. A kiértékelés soran a transzkript adatok
meghatarozasdhoz a 222 moédszert kovettem (Livak et al, 2001.). A prolin
metabolizmusban szerepet jatszé gének kozul a kdvetkezOk expresszidjat vizsgaltam::
P5CS1 (AT2G39800), P5CS2 (AT3G55610), P5CR (AT5G14800), P5CDH
(AT5G62530), ProDH1 (AT3G30775), ProDH2 (AT5G38710). A foszfatéhezés és a
szeneszcencia kapcsolatdt a MT1A (AT1G07600), GSR2 (AT1G66200), SAG12
(AT5G45890) gének expressziojan keresztil tanulmanyoztam. Az ABA jelatviteli at
indukciojat az NCED3 (AT3G14440) génen keresztll figyeltem meg, mig a foszfatéhezés
bekdvetkeztét az IPS1 (AT3G09922) erételjes indukcidja jelezte. Vizsgaltam a PHR1
(AT4G28610) and PHL1 (At5G29000) gének expresszidjanak valtozasat is.
Kisérleteimben mindvégig az actin (Act-1) (AT2G37620) szolgalt belsé kontrollként.

Eleszté egy-hibrid rendszer (Y1H)

Az élesztd egy-hibrid rendszer a fehérje-fehérje kdlcsonhatdsokat in vivo
tanulmanyozo éleszté két-hibrid rendszerbdl modositott, a fehérje-DNS kdlcsdnhatasok
feltérképezésére hasznalandé vizsgalat. Esetiinkben az Ouwerkerk és mtsai (2001) altal
kidolgozott protokolt és térzseket hasznaltuk. Elsé 1épésben egy, a ndveényi izolalt DNS-
bdl PCR segitségével kinyert 1.95 kbp hosszu szakaszt klénoztunk pHis3NB vektorba.
Ennek a célja az volt, hogy a sajat szekvenciankkal egyutt a késébbiekben egy a hisztidin
auxotrdfiat kikliiszobold HIS3 szekvenciat is bevigylnk az élesztébe, ami esetinkben az

Y187-es Saccharomyces cerevisiae torzs volt.
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Az Y187 élesztétorzs genotipusa: MATa, ura3-52, his3-200, ade2-101, trp1-901, leu2-3,
112, gal4A, met—, gal80A, URA3::GAL1yas-GALLTATA-lacZ.

Az élesztébe valod transzformalashoz a pHis3P5CS1 konstrukcié egy darabjat egy
restrikcios emésztés utan pInt1 vektorba klonoztuk. Ez a vektor tartalmazta az éleszt6
PDC6 lokuszanak két hatéarolé szekvencigjat, ezek kézé épllt be a vizsgalandé promoter
fragment és szelekcios marker. Az élesztd transzformacioja (Gietz, 2002.) soran az
promoéter fragment homoldég rekombinacidval stabilan integralodott az élesztd
genomjaba, amit az éleszté hisztidint nem tartalmazé taptalajon torténé novekedése
vildgosan jelzett. Ezt kdvetben koldnia PCR-rel és szekvenalassal gy6zédtink meg a

fragment helyes beépulésérdl.

transzformacié

cDNS kényvtar éleszts riporter torzs

- - (leu2, his3)
e > s ~ ~ -
—LEV2 — | Galdp | o
GAL4 activation L AD transzkripcié, ha a hibrid protein

domain (AD) vector > S R . o
/library protein\ 17 kétédik a csaliszekvencidhoz
My g —

[csali szekvencia | TATA >UHI53 szelekciésgén|

—

pINT1 vector

p—
b/

3. dbra, Az éleszt6 egy-hibird rendszer konstrukcidi és a konyvtar-transzformalasa a csali szekvenciat

A pozitiv klénok szelekcidja /
—His —Leu taptalajon

tartalmazé éleszt6be (Ouwerkerk and Meijer 2003.)

A kovetkezd 1épésben két egymastdl figgetlen cDNS konyvtarral transzformaltuk
a P5CS1 fragmentet hordozd élesztét (3. Abra). Ezek egyike a pGAD10 expresszios
koényvtar volt, amely 3 hetes névények zdld vegetativ részeibél készult (MATCHMAKER
cDNA Library, Clontech), a méasik pedig a Kim & Theologis lambda-ACT 2-hybrid
(https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=library&id=23) konyvtar volt. Ezek

az Arabidopsis cDNS mellett hordoztak az élesztd leu2 génjét is. Sikeres transzformaciot

kovetden hisztidin és leucinmentes taptalajon koloniak jelentek meg. A transzformaciok
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utan mindkét esetben rendszeresen ellenériztem a lemezeket és az elsé 50-50 felnové
koloniat oltottam tovabb. A felnétt telepekrél kolonia PCR készllt a vektorok altal
megadott hatéarolé (Un. border) primerek hasznalataval. A termékeket agar6z gélen
megfuttatva a 900-1000 bp-nal nagyobb fragmenteket kerestik. Ezek, méretukbdl
adoéddéan tartalmazhatnak konkrét géneket megaddé fragmenteket. Az emlitett
fragmentméretet tartalmazoé telepekbdél folyadékkulturat inditottam és DNS-t izolaltam
Winston és mtsai (1990) alapjan, majd ezeket megerdsitésképpen visszatranszformaltam
a Y187pscs1 élesztbkbe. Amennyiben az éleszté ismét kindttek a —His-Leu szelektiv
taptalajon, a kovetkez6 lépésben kapillaris szekvenalasra kuldtuk a mintainkat, hogy
azonositani tudjuk a koélcsdnhaté partnereket. A kapott szekvenciakat az NCBI Blast
szekvencia 0sszehasonlité program felhasznalasaval vizsgéltuk és azonositottuk. A
visszatranszformaléds, a hatarold primerekkel végzett PCR és a szekvenalas utan a
kiindulasi koloniakbdl jelentdsen kevesebb maradt, mindéssze néhany potencidlis

interaktor vizsgalataval foglalkoztunk tovabb.

Electrophoretic mobility shift assay

Az éleszté egy -hibrid rendszerben kapott fehérje-DNS kdlcsdnhatasokat minden
esetben validalnunk kell egy vagy tébb figgetlen modszerrel. Az egyik erre alkalmas az
Electrophoretic Mobility Shift Assay, amely azon alapul, hogy a DNS-fehérje komplex
migracioja a gélben lassabb, mint a DNS-é énmagaban. Ehhez szikséglnk van izolalt
transzkripciés faktorra, amely esetinkben az Arabidopsis thaliana PHR1 illetve PHL1
fehérjek DNS-kotésért felelés C-terminalisa volt, Escherichia coli-ban termeltetve.
Prébalkoztunk az emlitett fehérjéket teljes hosszukban megtermeltetni, de ez csak az
egyik (a PHL1) esetben jart sikerrel, és mivel a DNS-ko6td hely a fehérje C-termindlisan
talalhat6 és irodalmi adatok szerint elfogadott és eredményes az ezekkel végzett kisérlet,
ezeket alkalmaztuk. A fehérje termeltetéséhez az emlitett C-termindlis fragmenteket
kodolo régidkat amplifikaltuk, majd pET28a+ vektorba (Invitrogen) klonoztuk, a kész és

ellendrzott konstrukciokat BL21 DE3 Rosetta sejtekben transzformaltunk.
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A torzs genotipusa: F~ ompT gal dcm lon? hsdSg(rg~mg~) A(DE3 [lacl lacUV5-T7p07
ind1 sam7 nin5]) [maIB+]K_12()\S) pRARE][ileX argU thrU tyrU glyT thrT argW metT leuwW

proL orip15A](CmR). Ez a torzs egy IPTG-vel indukalhaté T7 RNS polimeraz promotert

tartalmaz, ezt kihasznalva folyékony LB taptalajban a sejtek jelentés mennyiségl fehérjét
képesek termelni. A termel6dé fehérjék a vektor altal kodolt Hisg-taggel rendelkeznek, a
baktériumok lizise utani fehérjetisztitas ennek segitségével torténik His-Select Nickel
affinity gel (SIGMA) felhasznaldsaval a gyartd protokolja alapjan. A kisérletekhez harom
kilonb6zé DNS fragmentet hasznaltunk, melyeket PCR segitségével generaltunk. Az
els6, 700 bp hosszu P5CS1 fragmentet Arabidopsis genomi DNS-r6l amplifikaltuk, ez
tartalmazta a transzkripcios faktor kotédéséhez esszencialis P1BS helyet. A masodik
fragment az el6z6vel megegyezett, azonban a kotShely bazisait elmutaltattuk, a
purinbazisokat pirimidinekre cseréltik. A harmadik fragment egy az el6z6ekkel atfedd, de
révidebb, mintegy 400 bp-os, a P1BS helyet nem tartalmazé szekvencia volt. A
fragmenteket agaréz gélen torténd futtatéas utan EZ-10 Spin column PCR purification
kittel (Biobasic) izolaltuk és szekvenaltattuk. A fragmenteket a transzkripciés faktorok
novekvd koncentracidjaval inkubaltuk a kévetkezd pufferben: 137 mM NaCl, 2.7 mM KClI,
4.3 mM NayHPO4, 1.5 mM KHyPO,4, pH: 7.4 (Alves, 2012.). Az elegyet 30 percig
szobahdmeérseékleten tartottuk és 1.5%-o0s Tris-acetat pufferben (pH: 8.5) agar6z gélen
futtattuk (4 orén keresztil hidegszobaban. A futtatas utan a gélt etidium-bromiddal (1.5
Mg/ml oldat) festettiik 2x40 percig, majd fotoztuk és digitalizaltuk UVIDOC HD2 (Uvitech,
Cambridge) készulékkel.

Kromatin immunoprecipitacio

Az éleszté egy-hibrid rendszer eredményeit minden kétséget kizdréan az adott
organizmusban tudjuk igazolni, ezt mi a PHR1-et hemagglutinin taggel egyutt kifejeztetd
Arabidopsisban végeztik. A kisérlethez felhasznalandd 1.5 gr névényi anyag két hetes,
Pi- taptalajon nétt PHR1:HA ndvényi mintakban a DNS-fehérje kapcsolatokat
formaldehiddel keresztkotottik, majd kromatint izolaltunk a Reimer és mtsai (2010) altal

leirt protokol szerint. Az immunoprecipitaciot a felhasznalt mikrogyongyok hasznalati
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utasitasa alapjan végeztik (UMACS HA Isolation Kit-Miltenyi Biotec). Kontrollként
ugyanennek a gyarténak az anti-GFP mikrobeadjét hasznaltuk, arra szamitva, hogy ezzel
nem tudjuk precipitdlni a HA-taggelt fehérjénket, valamint azért, hogy mert ezt
alkalmasabbnak talaltuk az aspecifikus hattér kiszirésére, mint egy ,ures” gyongyot. A
keresztkttés feloldasat és a DNS tisztitasat az ABCAM protokolja alapjan végeztik
(alapjanhttp://lwww.abcam.com/ps/pdf/protocols/chip_plant_arabidopsis.pdf). A Kkisérlet
végén harom mintdval rendelkeztink: a HA-microbeaddel precipitalttal, a GFP-

microbeaddel precipitalttal, és a még az immunprecipitacio elétt vett ,input controllal”.

SRNONFNRNmy.  Crosslink to bind
proteins to DNA

Isolate and shear DNA

k Immunoprecipitate with
/AN protein-specific antibody

Crosslink reversal
and DNA clean-up

Quantitate the DNA

4. abra, A kromatin immunoprecipitacio Iépései (http://www.epigentek.com/catalog/chromatin-

immunoprecipitation.php)

A kovetkezd lépésben kvantitativ PCR reakciét végeztink (4. abra), melyhez a
miszer és a hasznalt program megegyezett a ,valds idejii PCR” fejezetben leirtakkal. A
PCR-hez hasznalt egyik primerpar amplikonja tartalmazta a P1BS helyet, a masik,
kontroll termék pedig egy masik kromoszoman megtalalhatdé fragment volt (4.
kromoszoma, 13519698-13519876). A PCR eredmeényeit ABI SDS szoftverrel dolgoztam
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fel, az eredményeket pedig Haring és mtsai (2007) alapjan a ,background subtraction”

modszerrel értékeltem.

Prolin meghatérozas

A prolin meghatarozasat Abraham és mtsai (2010) alapjan végeztiik. 50-100 mg
foszfatéheztetett illetve kontroll névényt homogenizaltunk, majd jégen felvettink mg-
monként 5 ul 3 %-o0s szulfoszalicilsavban. Ezt 5 percig maximalis fordulaton
centrifugaltuk, majd az extraktb6l 100 pl-t hasznéltunk fel. Ezt 500 upl 3 %
szulfoszalicilsav:96 %-0s ecetsav:savas ninhidrin (2.5 g ninhidrin 100 ml 96 %-0s ecetsav
es 6 M foszforsav 60:40 aranylu keverékében oldva) 1:2:2 aranyu keverékéhez adtuk,
majd 96 °C-on 60 percig inukbaltuk. Ezutan a jégen leh(tétt mintakat 1 ml toluollal
extrahaltuk. A toluolos fazist 520 nm-en fotometraltuk, a koncentraciot egy higitasi sorra
(mM-0,5mM-0,25mM-0,125mM-0,0625mM-0,03125mM-0,015625mM-0mM prolin)
felvett kalibraciés egyenes segitségével hataroztuk meg.

Lipid-peroxidacio vizsgalata

A lipid peroxidaci6 mérése Heath és Pecker (1968) alapjan toértént. 100 mg
névényt 500 pl 0,1 %-os triklor-ecetsavban (TCA) homogenizaltunk, majd centrifugalas
utan (5 perc, maximum fordulat) a felllisz6t haromszoros térfogatll 20 %-os TCA-ban
oldott 0.5% i tiobarbitursav oldattal elegyitettik, majd 95°C-on 25 percig inkubaltuk. Az
inkubacio letelte utan a reakciot jégen leallitottuk, a mintakat centrifugaltuk (4 °C, max.
fordulat, 5 perc) majd fotometraltuk 600 és 532 nm-en. Utobbi hullamhosszon a
tiobarbitursavnak a malondialdehiddel - amely a lipidperoxidacio terméke - alkotott
komplexét detektalhatjuk. A végeredményt umol MDA/g FW-ben kapjuk meg a Lambert-
Beer torvény alkalmazésaval, a malondialdehid-tiobarbitursav komplex éM= 155/mM/cm

molaris extinkcids koefficiensét hasznalva.
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A hidrogén-peroxid szint meghatarozasa

A kisérletet Velikova és mtsai (2000) alapjan végeztik el. A névényeket 0.1 %-0s
TCA-val homogenizaltuk, majd maximum fordulaton 15 percig centrifugaltuk. A
feliliszéhoz 1:1:2 aranyban 10 mM kalium-foszfat puffert (pH: 7) és 1 M KI oldatot
adtunk. Az igy keletkez6 sargas szinl termék abszorbanciajat 390nm-en mértik, a
hidrogén-peroxid szintrél in situ is informaciét nyerhetink DAB (diamino-benzidin)-

festéssel, ezt Daudi és mtsai (2012) alapjan végeztem.

A klorofilltartalom mérése

A novények klorofilltartalmat acetonos extrakcié utan hataroztam meg. A
ndvényeket homogenizalas nélkul Eppendorf csévekbe gyijtdéttem, majd 1 ml 80%-0s
acetonnal extrahaltam, mig teljesen a szintiket nem vesztették. A felllisz6 abszorpciojat
663,6 és 646,6 nm-en megmértem, a klorofill a és b tartalmat Porra és mtsai (1989)

alapjan hataroztam meg, majd a névények tomegével normalizaltam.

Fehérje izolalas, poliakrilamid gélelektroforézis és Western blot

A foszfatéheztetés soran a P5CS1 enzimtartalomban bekdvetkez6 valtozasok
megismeréséhez P5CS1-GFP transzformans ndévénybdél-melyben a P5CS1 stop
kodonjat eGFP szekvenciara cserélték (Székely et al 2008.)- fehérjét tisztitottunk. A
noévényi mintat dérzsmozsarban, kvarchomokkal folyékony nitrogénben homogenizaltuk
és 150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI (pH: 7.5), 1 mM EDTA,1 mM DTT, 1 % Triton X-100,
és 1x proteaz inhibitort tartalmazo pufferben felvettik. 5 percig mikrocentrifugaban
maximum fordulatszdmon centrifugéltuk 4°C-on, majd a felllusz6 fehérjekoncentracidjat
Bradford (1976) alapjan Bio-Rad fehérjemeghataroz6 kittel megmértik. A mintakbol
egységesen 30 pg-ot 12%-os SDS-poliakrilamid gélen (SDS-PAGE) elvalasztottunk
(Sambrook és mtsai, 1989) eléfestett protein marker mellett (Pageruler Plus Prestained

Protein Ladder #26619 Thermo Fisher Scientific). A kovetkezd lépésben a fehérjéket
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Immobilon-P (Millipore IPVH00010) membranra vittiik at elektroblottolassal. A membrant
TBS-ben mostuk, majd telités céljabol 1 oran at 5% zsirszegény tejport tartalmazo
IXTBST (50 mM Tris-HCI pH: 8, 150 mM NacCl, 0,05% Tween-20) oldattal inkubaltuk. Ezt
kovetben 2x 5 percig TBST-vel mostuk, majd két éran keresztul a telité oldatban 1:1000
higitasban feloldott, egérben termeltetett anti-GFP ellenanyaggal (Roche 1814460)
inkubaltuk tovabb. Ezt kdvetéen 5x10 mp-ig desztillalt vizzel mostuk, majd inkubaltuk 5
percig TBS-ben, 10 percig TBS+0,25 % Tween-20, majd 10 percig TBST oldatokban.
Mésodlagos ellenanyagként peroxidaz kapcsolt anti-egér ellenanyagot (Pierce-31430)
1:5000 higitasban hasznaltuk telit6 oldatban 1 6ran at. Az inkubacio letelte utan 3x10
percig mostuk a membrant TBST-vel. A fazids fehérje detektalasara Immobilon Western
Chemiluminescent HRP Substrate (Millipore WBKLS0500)-t reagenst hasznaltunk. A
sikeres el6hivast kovetéen a membrant amido blackkel (0,1% amido black (Abcam),

7,5% ecetsav és 20% methanol vizes oldata) festettilk meg.

Mikroszkopos kisérletek

Dolgozatban szerepld mikroszképos fotdékat P5CS1-GFP génfuziét expresszalod
transzgenikus névényben, melyben a gén sajat promoétere szabalyozésa alatt all, STOP
kodonja helyére pedig a zo6ld fluoreszcens fehérjét (GFP) kodold szekvenciajat

illesztették (Székely et al 2008.). Olympus SZ12X sztereomikroszkoppal készitettik.

Bioinformatikai médszerek

Munkéank soran kovetkez6 programokat, internetes portalokat hasznaltuk fel:
Az Arabidopsis thaliana génjeinek és a felhasznalt vektoroknak a szekvenkciait a TAIR

(www.arabidopsis.org) és az NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) adatbazisaibol nyertik. A

DNS szekvenciakbdl az aminosav sorrend meghatarozasat az ExXPASy DNA Translate
programmal kaptam meg (Swiss Institute of Bioinformatics). A klébnozasokkor hasznalt

restrikcidés helyeket a NEBcutter V2.0 programmal terveztik meg (www.labtools.us), a

PCR primereket pedig az NCBI Primerblast, illetve az IDTDNA (www.idtdna.com)

33


http://www.arabidopsis.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.labtools.us/
http://www.idtdna.com/

PrimerQuest alkalmazasaival terveztik meg. A ndvényekrél készilt képek
kiértékelésehez a pSize programot hasznaltuk.Az 6sszetett mikroszkopos képeket Adobe
Photoshop és lllustrator (http://www.adobe.com) programok segitségével hoztuk létre,
valamint a Microsoft Office programcsomagot hasznéltuk a dolgozat megirasédhoz, az

adatok és tablazatok kezeléséhez.
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EREDMENYEK

A P5CS1 transzkripciojat szabalyozé faktorok azonositasa éleszté egy-hibrid
rendszer segitségével

Az P5CS1 gén szekvencigjanak in silico vizsgalata soran azt talaltuk, hogy a gén
promoéterében, az 5’ nem transzlalodé régidban és a gén elsd intronjaban szamos,
tobbek kozott a MYB és a G-BOX csaladba tartozd transzkripcios faktor kétéhelye is
megtalalhatod. A vizsgalt szekvencidaban két feltételezett HYS kotdhely is talalhato, melyek
valoszinUsitik, hogy a P5CS1 regulaciojaban fontos szerepe lehet a fénynek. A
promoéterben megtalalhaté egy kis RNS-eket koté szekvenciakban gazdag szakasz is.
Ezek a komplemeter RNS-ek az “RNS-fuggé DNS-metilacio” folyamatan keresztil
fejthetik ki hatasukat és els6sorban a geénkifejez6dés gatlasaban jatszanak szerepet.
Annak érdekében, hogy azonositsuk a P5CS1 gén promoteréhez koétédsé valds
szabalyoz6 faktorokat, élesztdé egy-hibrid analizist végeztink. “Csali” szekvenciaként a
gén promoéterének egy 1,95 kb hosszu fragmentjét hasznaltuk fel, amely tartalmazta az
elsé intront is. A promoter és az 5 nem transzlalédé régid szamos konzervalt cisz hato

elemet tartalmaz, amik transzkripcios faktor koté helyek lehetnek (5. abra).
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5. 4bra, A P5CS1 gén promoterén talalhaté predikalt transzkripcids faktor kotéhelyek és kis RNS

kotéhelyek elhelyezkedése

Az 5 szabalyozd elemeken tul szamos gén esetében az intronokrdl is
bebizonyosodott, hogy befolydssal vannak a transzkripciora, ilyen példaul az
Arabidoposis thalianaban a nagy affinitastu foszfat transzporter (AtPhtl;4) is. Emiatt

dontottink ugy, hogy az 1.2 kb promoter egyiitt az un, nem transzlalodé (UTR) regio
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mellett a 0.75 kb atirédé régiot (az elsé két exont és az elsé intront) tartalmaz6 genomi
szakaszt is felhasznalunk a kisérletben. Az els6 |épésben az emlitett P5CS1 szakaszt és
egy szelekciés markert (his3 gén) tartalmazé és stabilan kifejezé Y187 éleszt6torzset
készitettiik el, ezt kovette a transzformalas két egymastdl figgetlen konyvtarral: a
pGAD10 3 hetes ndvények zold vegetativ részeibdl készilt, (MATCHMAKER cDNA
Library, Clontech), a masik pedig a Kim & Theologis lambda-ACT 2-hybrid
(https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=library&id=23) konywvtar. A
transzformélas utan nyomon kovettik a koldéniak megjelenését a lemezeken és
konyvtaranként az elséként felndvéeket tartottuk meg, és oltottuk tovabb. Osszesen 86
élesztd koldniat oltottunk tovabb, melyek kilonbdzé hosszisagu cDNS inszerciokat
tartalmaztak. Ezeket a cDNS-eket izolaltuk, az inszertek szekvenciait meghataroztuk és
az NCBI weboldalan talalhaté BLAST programmal azonositottuk (1. tAblazat).

Gén ID Név Fehérje, funkcio Talalatok
szama

AT1G06740 Mustang-3 Mutator-szer(i transzpozaz csalad. 1
Domesztikalodott traszpozabilis
elemet kodol.

AT2G02070 ATIDD5 Cink-ujj, C2H2-szer(i; szekvencia- 3
specifikus DNS-kot6 transzkripcids
faktor aktivitas, Cink ion kotés,
nukleinsav kotés, kolcsdnhatas
DELLA-val

AT3G28910 MYB30 transzkripcios faktor Patogén-indukalt hiperszenzitiv 1
valasz regulator, részt vesz a
brasszinoszteroid és abszcizinsav
jelatvitelben.

AT4G28610 phosphate starvation HTH trszkripcio regulator, Myb- 1

response 1 (PHR1) tipusu; a foszfatéhezeés és a magas

fény altal kivaltott traszkripcid
szabalyozdja.

AT5G29000 phosphate starvation HTH transzkripcié szabalyozé, Myb- 4
response 1-like (PHL1) tipusu

AT5G59570 BROTHER OF LUX Homeodomain-szer( superfamily 1
ARRHYTHMO (BOA) fehérje; HTH, MYB cirkadian

transzkripcios faktor

1. tdblézat, Az éleszt6 egy-hibrid rendszerben azonositott, a P5CS1 gén szabalyozd szekvencia elemeivel

feltehetéen kdlcsdnhato transzkripcios faktorok.
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Az azonositott koloniak kozul egy teljes hosszban tartalmazta a MYB tipusu
transzkripcios faktorok kozé tartozé6 Phosphate Starvation Response 1 (PHR1,
AT4G28610) cDNS-ét, és négy fuggetlen kolénia a hozza nagyon hasonl6 PHR1-like 1
factor (PHL1, AT5G29000)-t kddold szekvenciat—szintén teljsen hosszban. Az élesztd
egy-hibrid kisérlet soran kapott kolonidkbdl plazmidot izolaltunk, majd azokat
visszatranszformaltuk vad tipusu, illetve a P5CS1 fragmentet tartalmazo
élesztbtorzsekbe. Ezek a plazmidok komplementalni tudtdak a hisztidin auxotrdfiat a
transzformans élesztében, igy azok képesek voltak ndvekedni SD-His-Leu taptalajon,
mig a vad tipusu Y187 torzs nem. Elvégeztik a transzformaciét uUres, de leucin
auxotroéfiat komplementald vektorral is, azonban ez, a kélcsénhaté névényi szekvencia
hianydban nem eredményezett ndvekedést SD-His-Leu szelektiv taptalajon, tehat a
hisztidin auxotréfia komplementalasa az élesztében megtalalhaté szekvenciaval vald
interakci6tél figg (6. abra). Az élesztd egy-hibrid rendszer -és éaltaldban a heteroldg
rendszerek-eredményeibél meglatasom szerint nem vonhatunk le messzemendébb
kovetkeztetést, mint azt, hogy az adott kdlcsonhatast érdemes tovabb vizsgalni az adott
organizmusban de maga a screen, mint esetlinkben is, a kis mintaszdm miatt nem

alkalmas a potencialis kdlcsonhatasok rendszerszint( értékelésére.

Y187, Y187pscss

PHR1

PHL1

Ures
vektor(pGAD424)

szelektiv taptalaj

6. dbra, A visszatranszformalt éleszt6ételepek novekedése szelektiv (SD-His-Leu) taptalajon igazolja a

kolcsdnhatast a P5CS1 promoter és a PHR1 és PHL1 transzkripciés faktorok kdzott.

A PHR1 és PHL1 faktorok jol ismert regulatorai az Arabidopsis foszfatéhezési
valaszoknak. Ezekben a génekben kdzo6s, hogy tartalmaznak egy konzervalt szekvenciat
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(P1BS-Phrl Binding Site: GAATATTC), amelyen keresztil a PHR1 és PHL1
transzkripcidés faktorok képesek az adott génhez kotdédni. A “csali” szekvencigjanak
azonositasakor megtalaltuk ezt a konzervalt PHR1 kotéhelyet a P5CS1 gén elsd
intronjaban. A transzkripcios faktor és annak kétéhelye ismeretében leellenériztik, hogy a
P1BS szekvencia megtalalhaté-e mas, a prolinanyagcserében részt vevd gének
szekvenciajaban is. Tobb ilyen gén UTR illetve atirodd (intron és vagy exon)
szekvenciajaban talaltunk P1BS szekvencia elemet (2. tablazat), megerdsitve azt a
feltételezést, hogy a PHR1 és PHL1 transzkripcids faktorok a stresszindukalt

prolinmetabolizmusban is szerepet jatszhatnak.

Gén neve P1BS helyek szama,
elhelyezkdése

IP5CSl 1 (1. intron), 3’'UTR:0

[P5Cs2 3 (7., 16. exon, 8. intron)

IPDHl 1 (1. intron)

[PDH2 1 (1. intron)

[ProTr1 1 (2. exon)

[P5CR 1 (1. exon)

[OAT 0

ARGINASE 4 (1., 4., 5. intron; 4. exon)

[ProTr2 1 (2. exon)

2. tablazat, A P1BS helyek szama és elhelyezkedése az Arabidopsis thaliana prolinmetabolizmusban részt
vev6 génekben (kuldn kiemelve azok a gének, amikben a P1BS elem valdszinl szabalyozé pozicidéban

helyezkedik el.

A kolcsdnhatas in vitro és in vivo igazolasa: EMSA, ChIP

Az élesztd 1-hibrid rendszer eredményeinek megerdsitése érdekében fliggetlen
kisérleti rendszereket alkalmaztunk. Els6ként ElectroMobility Shift Assay-jel (EMSA)
bizonyitottuk a PHR1 és PHL1 transzkripcios faktorok és a kotéhelyet tartalmazé P5CS1
fragment kozotti koélcsonhatast. Az EMSA kisérlethez Escherichia coli-ban (BL21(DES3)

Rosetta to6rzs) expresszalt és tisztitott PHR1 és PHL1 fehérjéket hasznaltunk. A
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kisérlethez a két transzkripcids faktor C-terminalis régidjat baktériumban termeltettiik
meg, ami lényegesen egyszeriibb, mint a teljes hosszusagu fehérje termeltetése,
ugyanakkor ez a régio is tartalmazza a kotési vizsgalathoz sziikséges DNS-ko6té helyet
(domént). Az EMSA kisérletek soran el6szér mindkét fehérje esetében bebizonyitottuk,
hogy in vitro képesek koétddni azokhoz a DNS-fragmentekhez, amelyek tartalmazzak a
P1BS helyet.

Kisérleteinkben egy 700 bp-os P1BS-t tartalmazé P5CS1 fragmentet (fragment
2.), és egy rovidebb, vele atfed6, azonban a koét6helyet nem tartalmazé fragmentet
hasznaltunk (fragment 4.)(7. abra). Ezeket a fragmenteket kulén-kilon inkubaltuk a
megtermelt fehérjékkel, majd az elegy futtatasa és festése utan azt tapasztaltuk, hogy a
fehérjekoncentracié ndvekedésével a P1BS-t tartalmazo 2. fragment jelenlétében egyre
nagyobb mennyiségl fehérje-DNS komplex alakult ki, a DNS fragmentek gélen lathato
migracioja megvaltozott, és egy felfelé vald, el6bb részleges, majd teljes eltolédast (Un

shiftet) eredményezett. Ezt a 4-es fragment esetében egyaltalan nem tapasztaltuk (8.

abra).
P1BS: GAATATTC
-1500 -1000 -500 +1 +500 v

Promoter 5UTR Exon Intron Exon
1. P5CS1 Y1H frament, 1,9kb

P1BSwt v
2. P5CS1 EMSA vad tipusu frament, 0,7kb

P1BSm v
3. P5CS1EMSA P1BS mutans frament, 0,7kb
4. P5CS1 EMSA P1BS deléciés frament, 0,4kb
5. qPCR fragment a ChIP kisérlethez 0,15kb —

7. &bra, Az élesztd egy-hibrid rendszer, az EMSA és a kromatin immunpprecipitacié kisérletek

soran hasznalt fragmentek elhelyezkedése a P5CS1 gén szekvenciajan.
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PHR1

s = - - Ff2a
700bp - = - -Fr2
400bp‘--———--—- -Frd4

PHL1
B S mem - Fr.2a
PR — -Fr.2
|
400bp-"—§‘-—~ . -Fr4

0 01 02 0305075 10 ugfehérje

8. &bra, Az EMSA eredménye: A P1BS-t tartalmazo fragment(Fr 2) migraci6ja a hozzaadott PHR1
illetve PHL1 fehérje mennyiségétdl fliggéen részben, vagy teljes mennyiségében(Fr 2a) megvaltozott-gél

shift kbvetkezett be. Ezt a 4-es fragment esetében nem tapasztalhatjuk.

Ahhoz, hogy tovabb hangsulyozzuk a koétéhely meglétének fontossagat,
elvégeztik a kisérleteket a korabbi 700 bp-os fragmenttel is, amelyben a P1BS-t
elmutaltuk (GAATATTC -lecseréltik TCCGCGGA-ra). A mutans kotéhelyet tartalmazo
fragment migraciéja nem valtozott meg a fehérjék hozzadadasaval (9. abra), ami
egyértelmlen azt bizonyitja, hogy a P5CS1 elsé intronjaban talalhatd P1BS helyhez
kétédnek a PHR1 és PHL1 transzkripcios faktorok.
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PHR1

- Fr.2a
700bp - —_ prp— - Fr.2
400bp - J—  Fed

PHL1
700bp - D - Fr.2
400bp - — -Frd

Fragm.4 Fragm.2 Fragm.3
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9. abra, A megvaltoztatott P1BS szekvenciaval rendelkezd 3-as fragment gélbeni migracioja,
hasonléan a 4-es fragmentéhez, azaz nem véltozott meg a PHR1 és PHL1 hozz4adaséaval, vagyis a

kotéhely hianyaban a DNS-fehérje kolcsénhatas nem térténik meg.

A PHR1 és PHL1 transzkripciés faktorok és a P5CS1 promotere kozotti
kolcsOnhatas meglétérdl akkor bizonyosodhatunk meg minden kétséget kizaréan, ha ezt
a névényben is igazolni tudjuk. Azért, hogy in planta megerdsitsik a PHR1 transzkripciés
faktor kotését a P5CS1 szekvencigjahoz, kromatin immunoprecipitacio (ChlP) tesztet
végeztink hemagglutinin taggelt PHR1-et termel6 (PHR1:HA) stabil transzformans
Arabidopsis vonallal. Ennek segitségével precipitaltuk a kromatin kivonatunkbol a HA-val
kapcsolt PHR1-gyel kdlcsbnhatd DNS fragmenteket. Ugyanezt az precipitalast negativ
kontrollként anti-GFP mikrogydngydkkel (Miltenyi Biotech) is elvégeztik.

A gydngyokon torténd tisztitasi 1épések utan a kotott DNS fragmenteket eludltuk
és analizisikre kvantitativ PCR-t hasznaltunk. Ezzel meghataroztuk, hogy a PHR1
fehérje milyen DNS fragmentekhez kotédott.. A kvantitativ. PCR-ben harom mintét
hasonlitottunk 0ssze: a, az immunoprecipitacié el6tt félretett input kontrollt; b, a

hemagglutinin mikrogyénggyel, illetve ¢, a GFP mikrogydnggyel precipitéltat. A kisérlet
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soran az egyes mintakban a P1BS-t tartalmazé P5CS1 fragment mennyiségét
hasonlitottuk 6ssze egy a kétéhelyet nem tartalmazé P5CS1 fragment mennyiségével A
kvantitativ PCR adatok kiértékelésekor megfeleld normalizalas utan (lasd Anyag és
Mddszer) a HA microgyonggyel precipitalt mintaban a specifikus kotéhelyet tartalmazé
fragment hétszeres ,feldusulasa” volt megfigyelheté. Az immunoprecipitacié elétt vett
kontrollban (input), illetve a GFP specifikus mikrogyonggyel precipitalt mintakban (GFP)
feldusulast nem tapasztaltunk. A ChlP eredménye megerdsitettete a PHR1 transzkripcids

faktor és a P5CS1 gén elsé intronja kozotti kdlcsbnhatast a névényi sejtekben (10. abra).
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10. 4bra, A ChlIP kisérlet eredménye: a PHR1 in vivo kétédik a P1BS helyet tartalmaz6 P5CS1
szekvenciahoz. A kiértékelés soran a P1BS helyet tartalmazé fragment mennyiségét a kotéhelyet nem
tartalmazo fragment mennyiségéhez (=1) hasonlitottam az egyes mintdkban. A grafikonon lathato, hogy a
GFP mikrogydnggyel precipitalt, illetve az input kontroll mintakban nem tapasztaltuk a kétéhelyet
tartalmazo fragment feldasulasat, mig a HA mikrogyénggyel precipitalt mintaban annak 7-szeres ddsulasa
figyelhet6 meg.
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A prolinmennyiség valtozdsa Arabidopsis thaliana-ban foszfatéheztetés
soran

A prolinfelhalmozédas ozmotikus és sostressz esetében egy részletesen leirt
jelenség, melynek szabalyozasaban abszcizinsav fuggd és fuggetlen reakcidutak
jatszanak szerepet. A PHR1 és PHL1 transzkripciés faktorok kotédése a P5CS1
szekvenciahoz azt sejteti, hogy a prolin metabolizmusara hatassal lehet a foszfat
hozzaférhetésége illetve azok szintje a névényben.

Amikor vad tipust (Col-0) Arabidopsis novényeket normél, 2,5 mM foszfatot
(KH,PO,) tartalmazé taptalajon csirdztattunk, majd 6t nap elteltével szintén normal,
illetve szervetlen foszfatot nem tartalmazo taptalajra helyeztiink, a prolinkoncentracio
negyedik nap utan emelkedni kezdett és 14 nap utan négyszer magasabb volt a kontrol,
2,5 mM foszfatot tartalmazé taptalajon névé novényhez képest. Ha a téptalaj foszfat
koncentracidjat négyszeresre emeltik (10 mM), a prolinszint nem valtozott a 2,5 mM-t

tartalmazo taptalajon névé névényekhez képest (11. abra).
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11. &bra, A prolinkoncentracié valtozasa 14 napig foszfatéheztetett, vad tipusu Arabidopsis
thalianaban (a szérasok standard hibat jelentenek, a * pedig t-teszt szerinti p<0,05 szignifikanciat)
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A prolinmetabolizmusban részt vevo gének kifejez6désének vizsgalata

Azért, hogy jobban megértsik foszfatéhezésben a prolin akkumulaciéért felelés
molekularis mechanizmusokat, megvizsgaltuk a prolinmetabolizmust szabalyozé gének
expresszios valtozasait hajtdsban is és gyokérben is. Foszfatéhezésben a
stresszindukalt prolinmetabolizmusban kulcsszerepet jatsz6 P5CS1 gén expresszidja 3-
5-szérosére, mig a prolin degradaciéjaban fontos PDH2 géné 4-6-szorosara emelkedett
hajtasban és gyokérben egyarant. A prolin metabolizmusban résztvevd tovabbi gének,
mint a P5C szintézisért normal korilmények koézott felelés P5CS2, a prolinszintézist
kozvetlenll katalizalé P5CR, illetve a prolin lebontasaért felelés PDH1, és P5CDH
enzimeket kddol6d gének expresszids értékei nem, vagy csak kismértékben valtoztak. Bar
az indukalt P5CS1 és PDH2 gének transzkripcios szintjei alacsonyabbak voltak, mint a
nem indukalt P5CS2 és PDH1 géneké (12. &bra), utdbbiakra nem volt hatdsa a
foszfatmegvonasnak. A foszfat éhezés molekularis markereként az IPS1 (Induced by
Phosphate Starvation 1) gént alkalmaztuk, amely a PHR1 kozvetlen szabalyozasa alatt

all, és foszfat éhezéskor transzkript szintje tobb ezerszeresére emelkedett.
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12. abra, A prolinmetabolizmusban szerepet jatszé gének expresszidvaltozasa 14 nap utan és az IPS1
kifejez6désének valtozasa foszfatéheztetés hatasara Col-0 tkotipusban
AACt artekek, Pi+=1; a szorasok standard hibat jelentenek, a * ill. a ** p<0,05 ill p<0,005
szignifikancia értéket jelez a Pi+-hoz viszonyitva.).

(relativ 2°

44



A P5CS1 fehérje mennyiségének térbeli és idbbeli valtozasa, a
gyokérnovekedés alakulasa foszfatéhezés hatasara

Azért, hogy tanulmanyozzuk a P5CS1 fehérjeszintjiének térbeli és idbbeli
valtozasat a foszfatéheztetés alatt sajat promoteres, P5CS1:GFP fuziot expresszald
transzgenikus novényeken (Szekely et al., 2008) tanulmanyoztuk a GFP fluoreszcencia
valtozasait. Ebben a kisérletben a fehérjeszinti megfigyeléseken tul lehetéségink nyilt
foszfatstressz egyik legszembetlinbbb hatasat, a gyokérszerkezet megvaltozasat is
nyomon kovetni. A vizsgalt ndvények mindegyikében medfigyelhetd volt a fégyoker
novekedésének gatlasa és az oldalgytkerek megndvekedett szdma is. A GFP
fluoreszcencia kontroll taptalajon kizarélag a fégyokér gydkércsucsaban volt lathatd, mig
foszfathianyos taptalajpan mas névényi részben is megfigyelhetd volt. A GFP jel a gydkér
megnyulasi zonjaban mar 4 nappal a foszfatéheztetés kezdete utdn megemelkedett,
amikor mas fenotipusos valszok még nem alakultak ki. Az intenziv gyokérnévekedés egy
karakterisztikus valasz a foszfatéheztetésre, a névény ezzel probalja elérni azt, hogy
még nagyobb talajfelllethez jusson. A GFP fluoreszcencia erés volt az ujonnan kialakuld
oldalgydkerekben is, ami tipikusnak mondhat6 7 vagy annal tébb napig tartd
foszfatéheztetés utan (13A. abra). A P5CS1:GFP sejten bellli lokalizaci6jdban nem
talaltunk kulonbséget az éheztetett és a kontroll korulmények kozott nové novenyek
kozott. Western blot analizis soran a kontroll korulmények kdzott nové novéenyekbdl nem
tudtunk GFP jelet detektalni, viszont a foszfatéheztetett mintak erds, hatarozott szignalt
adtak. Hasonld jeler6sséggel talalkoztunk, amikor ezeket a ndvényeket mérsékelt
sostressznek (75mM) tettlk ki, amelyr6l mar bizonyitott, hogy megnéveli a P5CS1
szintézisét (13B. abra). Ezen eredmények igazoljak, hogy a P5CS1 aktivalodik a

foszfatéhezés soran, és a megnodvekedett bioszintézis prolinakkumulaciéhoz vezet.
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13. abra, (A) -A gyokérszerkezet és a P5CS1-GFP fluoreszcencia megvaltozasa foszfatéhezés
hatasara. (B) Western blot analizis egész névénybdl. Foszfathianyos taptalajon néve a P5CS1-GFP
termel6dés indukcidja figyelhetd meg, ennek mértéke megfelel a 75mM séval végzett stresszkezelés soran

tapasztalt emelkedésnek.

A foszfatstressz élettani hatdsai vad tipusu névényekben

A foszfatstressz és mas tapanyagok hianya esetén a karosodas minimalizalasa
erdekében a novények megvaltoztatiak anyagcseréjuket, modositjak hajtas és
gyokérszerkezetlket. Ezt a cél szolgalja a gyokérben a fégyokér ndvekedésének gatlasa
és ezzel egyidében az oldalgydkerek szamanak ndvelése a minél nagyon talajfelllet
kiaknazasa érdekében. A hajtasban a méret csokkenése mellett az egyik

legszembetlinébb valtozas az antocianok felhalmozasa (14. abra) és a levelek fakulasa.
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A foszfat, mint az ATP alkotéeleme nagyon jelentés szerepet tolt be a fotoszintézis
folyamataban is. A foszfatutanpétlias hianya miatt a névény, bar elegendd klorofill all
rendelkezésére, nem tudja a beérkez6 fotonok mennyisége altal diktalt fotoszintetikus
kapacitast biztositani, ami fotoinhibicibhoz és reaktiv oxigénformék keletkezéséhez
vezet. A novények azeért halmoznak fel antocianokat, hogy azok elnyelve a fotonokat,
tehermentesitsék a fotokémiai rendszereket, megel6ézve a fotoinhibiciét, valamint jelentés

szereplk lehet a keletkezett szabadgytkok semlegesitésében is.
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14. abra, Vad tipusu Arabidopsis thaliana ndévekedése 2,5 mM foszfatot tartalmazé (+Pi) és foszfatmentes
(-Pi) taptalajon. Az 1., 6., 10. és 14. napon készilt fotokon lathatd, hogy foszfat hianydban a hajtas
névekedése gatolt és a fotoszintetikus apparatus megoévasa érdekében antocian akkumulacidja figyelhetd

meg.

Az altalunk hasznalt kisérleti korilmények kozott a rozettak novekedéscsdkkenése
mellett megfigyeltuk a fé6gyokerek ndvekedésének gatlasat is, mint a tadpanyaghianyok
egyik legjellemzdébb tinetét. A vertikalisan elhelyezett lemezeken névé Col-0 névények,
gyokerének hossza a kontrol, Pi+ taptalajpan atlagosan 53 mm hosszu volt, mig a
foszfathianyos (Pi-) taptalajon minddssze 29 mm. A gyokér ndvekedésében a
foszfatstressznek latvanyos hatasa volt az is, hogy ezekben a nodvényekben az
oldalgyokér primordiumok a fégyokér teljes hosszaban, kozel egyenletesen

megtalalhatéak voltak, mig a kontroll ndévények h&romszor kevesebb oldalgydkeret
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ndévények oldalgyodkerei jelentésen rovidebbek voltak, mint a kontrolban. Foszfat
hianyaban a fotoszintézis és a terminalis oxidacio folyamataiban jelentkez6 karosodasok
reaktiv oxigén formak (ROS) termelédését idézik eld. Ezeket mérhetjuk kdzvetlendl (pl.
H,0, szint), vagy nyomon kdvethetjuk az altaluk eléidézett reakcidk (pl. lipid-peroxidacio)
végtermékeit is. Esetinkben a foszfathianyos taptalajon névé ndvényekben 4-7-szer
magasabb H,O,-t tudtunk detektalni, mint a 2,5 mM foszfatot tartalmaz6 kontrol
taptalajon névé vad tipusu ndévényekben. Az el6bbiekben a lipid-peroxidacié mértéke is

kozel kétszerese volt a kontrollénak (15. abra).

A fégyokér novekedése H,0, tartalom Lipid peroxidacio
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15. abra, A fégyokér novekedésének gatlasa, a hidrogén-peroxid akkumulacitja és a lipid peroxidacio
fokozodasa figyelheté meg foszfatmentes taptalajon. (a sz6rdsok standard hibat jelentek; a H,O,
akkumul&ciét bemutaté grafikonon a 10 napos Pi+ taptalajon nétt, a lipid peroxidacié esetében a 14 napos
Pi+ taptalajon nétt névények értékéhez viszonyitott szamok lathatok, a * p<0,05; a ** p<0,005 szignifikancia
értéket jelez a Pi+-hoz viszonyitva.).

A PHR1 és PHL1 transzkripciés faktorok szerepe a prolinfelhnalmozédasban

Azért, hogy tesztelni tudjuk a PHR1 és PHL1 faktorok hatasat a prolinanyagcsere
és felhalmozddas szabalyozéasara, a phrl, phll szimpla valamint phrphll dupla mutansok
prolin szintjeit a vad tipusi ndvényekkel hasonlitottuk 0ssze foszfatléheztetés utan.
Normal korulmények kodzott ezekben a mutansokban hasonl6é prolinszintet mérhetink,
mint a vad tipusban, viszont foszfatéhezés alatt a Col-0 ndvényekben kétszer annyi
prolin halmozdédott fel mint a mutansokban. A sé és az abszcizinsav altal kivaltott prolin

felhalmozodast szamos tanulmanyban leirtak mar (Székely et al 2008.). A phrl és phll
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mutansokban a vad tipushoz hasonlé prolintartalmat mértiink s6 és ABA kezelés utan,
mig a phrphll dupla mutansokban szignifikAnsan kevesebb prolin halmozédott fel (16.
abra). Ebbdl a PHR1 és PHL1 transzkripcidés faktorok funkcidinak redundanciajara

kovetkeztethetlink.
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16. 4bra, A vad tipus illetve a phrl, phll és phrphll mutansok prolinakkumulaciéja 14 nap foszfatéhezeés;
illetve 3 napos 150mM NaCl és 50uM abszcizinsav kezelés hatatasra.( a szérasok strandard hibat jeldinek,
a csillagok az abran a komplett taptalajon nétt Columbiahoz mért szignifikans kulénbséget
jelélik p< 0.05 * és ** p<0.005)

A fenti eredmények arra utalnak, hogy a PHR1 és PHL1 transzkripciés faktorok fontosak
a prolinakkumulaci6 szempontjabél a foszfatéhezés alatt, és kisebb mértékben
befolyasoljak a prolin s6 és abszcizinsav altal kivaltott felhalmozédasat is. Azért, hogy
kidertljon milyen mértékben befolyasoljak ezen transzkripcidés faktorok a fontosabb
prolinanyagcserében részt vevd gének kifejez6dését, megvizsgaltuk a P5CS1, P5CS2,
P5CR, PDH1, PDH2 és P5CDH gének kifejez6dését a fenti mutansokban foszfatéhezeés
utdn. Mig a vad tipusban a P5CS1 és a PDH2 expresszidja 3-6 szorosara nétt a
foszfatéhezés alatt, a phrl és phrphll vonalakban csak minimélis P5CS1 indukci6t
figyelhettiink meg, de mar a phll-mutansban is jelent6sen csokkent a transzkript szintje
(17. abra). A PDH2 expresszios értékei a hajtasban a vad tipushoz hasonlonak
bizonyultak, mig a gy6kérben alacsonyabbak voltak. A tobbi vizsgalt prolinmetabolizmus

gén expresszidja nem valtozott Iényegesen az emlitett mutansokban.
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17. abra, A prolinmetabolizmus szabalyozé génjeinek transzkripciovaltozasa 14 nap foszfatéheztetés
hatasara (relativ értékek, Pi+=1; a szérasok standard hibat jeldlnek, a * és a ** pedig a t-teszt szerinti

p<0.05 illetve p<0.005 értékeket a Pi+-hoz viszonyitva)

Az eredményeinket megerdsitik télink figgetlen transzkriptom vizsgalatok adatai is. Bar
ezekben microarray analizisekben a P5CS1l-et és P5CS2-t nem kulonboztették meg,
(Affymetrix 22.5K ATH1) eredményeikben hatarozott P5CS (1 és 2) valamint PDH2
expresszio novekedés lathatdé redukalt PDH1 expresszié mellett, ugyanakkor mas
prolinmetabolizmus gének (P5CR, P5CDH, dOAT) értékei nem valtoztak. Ha a vad
tipussal hasonlitjuk 6ssze, a P5CS1/2 és a PDH2 transzkript szintjei mind hatarozottan
alacsonyabbnak bizonyultak a phrl, phll és phrlphll mutansokban. Mig maguknak a
PHR1 és PHL1 géneknek az expresszios értékei nem emelkednek meg a foszfatéhezés
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soran, az altaluk kédolt fehérjék nélkilozhetetlenek a foszfathiany soran indukalodo

gének megemelkedett expresszidjahoz (esetlinkben a P5CS1 és PDH2 gének).

Az abszcizinsav szabalyozza a prolin felhalmozddéast a foszfatéhezés alatt

Az altalunk hasznalt kisérleti rendszerben a vad tipusu Arabidopsis névenyek
novényedeése kdzel 50%-ra esett vissza az foszfatéhezeés kovetkeztében (18-19. abra). A
rozettak névekedése kontroll korilmények kozott a phrl, phll és phrlphll vonalakban
hasonld volt a vad tipushoz, mig foszfat hianyaban a phrl és phrlphll mutansok

szignifikAnsan kisebbnek bizonyultak a vadtipusu Columbianal.
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18. abra, A Col-0 illetve phrl, phll, phriphll és aba2-3 mutans névények novekedése Pi+ és Pi-

taptalajokon 14 napos foszfatéheztetés illetve kontroll kdrilmények kdzott.

Mivel a prolin bioszintézishez vezet§ kulonbdzb stresszfolyamatokban az
abszcizinsav, mint stresszhormon fontos szerepet jatszik, igy indokoltta valt vizsgalni az
abszcizinsav jelatviteli Ut szerepét a foszfatéheztetés soran. Az aba2-3 vonalak a
xantoxin-abszcizinaldehid reakcioban kéarosultak, igy cstkkent abszcizinsav termelésre

képesek. Ezen mutansok rozettandvekedését keveésbé fogta vissza az éhezés, mint a
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vad tipust, vagy a phrl vagy phll vonalakat, és minddssze 10%-kal voltak kisebbek, mint
kontroll kdrilmények kozoétt (19. abra). A levelek kifehéredése és nekrdzisa a reaktiv
oxigénformak felhalmozédasat, oxidativ kdrosodast és sejthalalt jeleznek, ami forditottan
ardnyos a novény életképességével. A foszfatéhezés sordn a vad tipust névények ugyan
kisebbek voltak, de a levél nekrézis nem jelentkezett az esetiikben, mig a phrlphil
mutansok 60% és az aba2-3 mutansok 70%-aban ez medfigyelheté volt. Ezen
eredmények arra utalnak, hogy az abszcizinsavnak fontos szerepe van a levélndvekedeés

lassitasaban és az életképesség fenntartasdban foszfathianyos koérialmények kdzott.

1 OPi+ mpi- 7  oPi+ mPi-
3 - 60 |
2 - . 40
Kk
1 £201 i
O T T 0 T T ﬁ T T

Col-0 phr1 phl1 phriphi1  aba2-3 Col-0 phr1 phi1 phriphit  aba2-3

Rozetta méret
(1000 pixel)
Novények fakulasa (%)

19. abra, Arozettak méretének valtozasa, illetve a levelek fakulasanak megjelenése a foszfatéheztetés
kovetkeztében a vad tipusban és phrl, phll, phrphll és aba2-3 mutansokban (a sz6rdsok standard hibét

jelélnek, a ** pedig a t-teszt szerinti p<0.005 értékeket a Columbia-hoz viszonyitva).

A prolinfelhalmozddas s6 és ozmotikus stressz hatasara torténhet abszcizinsav fliggé és
fuggetlen utvonalakon is. Azért, hogy megbizonyosodjuk az abszcizinsav szerepérdl
foszfatéheztetés soran, vizsgaltuk a prolintartalmat és a prolinszintézisben szerepet
jatsz6 gének expressziojat, aba2-3 mutansban, melyben az aba szintézis blokkolt,
valamint abi4 és abi5 mutansokban, ahol kulcsonfontossagu szignalizacidés atvonalak
karosodtak. Amig a foszfatéhezés vad tipusu novényekben és az abi5 mutansban 3-4
szeresére emelte a prolintartalmat, az aba2-3 és az abi4 vonalakban csak kis névekedést
regisztralhattunk. Amikor az emlitett mutansokat 6sszehasonlitottuk a vad tipussal, az
aba2-3 és abi4-1 mutansban a P5CS1 indukci6ja csak fele volt a vad tipusban mértnek,
mig az abi5 esetében a hajtasban kisebb, a gyodkérben hatarozottabb csdkkenést
taldltunk. A PDH2 expresszidja ezen mutansok hajtasdban nem valtozott a kezelés
soran, az abi4-1 illetve abi5-1 vonalakban magasabb illetve alacsonyabb értékeket
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talaltunk a vad tipushoz képest (20. abra). Az abszcizinsav bioszintézist a jellemz&en
szarazsag-indukalt NCED3 gén szabalyozza, mely a 9-cis epoxikarotenoid szintazt
kédolja. Az NCED3 expresszidja foszfatéhezés soran megnévekszik (21. &bra),
megerdsitve azt az elméletet, hogy ez a stressz is serkenti az aszcizinsav bioszintézist.
Eredményeink arra utalnak, hogy a foszfatéhezés alatt a P5CS1 indukcojat és a

prolinfelhalmozddast legalabb részben ABA-fliggé szignalok szabalyozzak.
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20. abra, Prolinfelhalmozddas és P5CS1 valamint PDH2 indukcié Arabidopsis Columbia vad tipusu és
aba2-3, abi4-1 illetve abi5-1 mutans névényekben foszfatéheztetés hatasara. (Relativ génexpressziés
értékek Pi+=1; a szOrasok standard hibat jel6lnek, a * p<0,05, a ** pedig p<0.005 t-teszt szerinti értékeket,

a prolintartalom esetében a kontrollhoz képest, mig az expresszios kisérletben a vad tipushoz képest).

Azért, hogy Osszehasonlitsuk a foszfatéheztetett novényekben keletkez6
karosodasokat a szeneszcencia soran tapsztaltakkal, megvizsgaltuk néhany

szeneszcenciahoz koéthetd gén (GSR2, MT1, SAG12) expressziojanak alakulasat a
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foszfatéheztetés sordn (21. abra). A kezelés eredményeként a SAG12 gén exresszidja
Otszordsére ugrott meg, mig az MT1 és a GSR2 expresszioi alig valtoztak, ezek alapjan
elképzelhetd Osszefuggés a foszfathiany okozta karosodasok létrejotte és
szeneszcencia-figgé folyamatok kozoétt. Valamint igazoltuk, hogy a PHR1 és PHL1

gének expresszidja nem valtozik a foszfatéhezés alatt.

m ld.nap

Zjllnt

NCED3 SAG12 MT1A GSR2 PHR1 PHL1

2-AACt
w

21. &bra, Az NCED3-az abszcizinsav szintézis kulcsenzimének génje-, szeneszcencia-kapcsolt gének
(MT1A, GSR2, SAG12), és a PHR1, PHL1 relativ exresszios szintje 14 nap foszfatéheztetés utan. (Pi+=1;
* p<0,05)

A prolin szerepe a foszfatéhezés soran

A pbcsl-1 mutansban a foszfatéheztetés hatasara nem figyelhetink meg
prolinndvekedést, ami tovabb erfsitette azt a nézetet, hogy a P5CS1 kulcsszerepet
jatszik a prolin bioszintézis szabalyozasaban. A prolinkoncentracié a pdhl-4 mutansban
hasonlo volt, mint a vad tipusban a foszfatéheztetés utan, mig a pdh2-2-ben mintegy
30%-kal magasabb (22. abra).
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22.4bra, Prolinkoncentraciok valtozasa vad tipusban, p5csi1-1,pdhl-4 és pdh2-2 mutansokban Pi+ és Pi-

taptalajokon (a szérasok standard hibat jelentenek, a ** p<0,005).

Ezutén foszfat jelenlétében és hidnyaban vizsgéltuk az emlitett p5Scsl-1, pdhl-4 és pdh2-
2 mutansokban megjelend fenotipusos valtozasokat. A gyokérndvekedés kontrol
taptalajon mindharom esetben a vad tipushoz hasonlonak bizonyult, viszont foszfat
hianydban a p5csl-1 mutans gyokerei kismértékben rovidebbek voltak (23. abra). A
novények rozettainak novekedése a vad tipuséhoz hasonld volt mind kontroll, mind

éheztetett kbrulmények kozott (24. abra).
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23. abra, A 14 napos foszfatéheztetés hatasa a Col-0 és a prolinmetabolizmus f6bb génjeiben

(P5CS1,PDH1,PDH2) mutans novények fégyokérhosszara (a szérasok standard hibat jelentenek, a **
p<0,005).
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24, abra, A Columbia, illetve p5csl1-1, pdhl-4, pdh2-2 mutansok rozettanévekedése Pi+ és Pi-

taptalajokon.
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A prolinmetabolizmus génjeinek transzkripciovaltozasat ezekben a mutansokban is
megvizsgaltuk. A p5csl-1 mutdnsban az érintett gének transzkripcids valasza hasonlé
volt a vad tipusban tapasztaltakhoz, mig a pdh1-4 és pdh2-2 vonalakban a PDH2 illetve

PDH1 gének expresszidja a vad tipusénal gyengébb volt (25.abra).
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25. abra, Génexpresszios valtozasok a foszfatéhezés kovetkeztében 14 napig foszfatéheztetett

prolinmetabolizmus mutansokban. Relativ értékek (Pi+=1)
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Vizsgaltuk, hogy a taptalajon adott prolin esetén menekithet6-e a novény

valamilyen szinten a foszfatstressz okozta karosodasoktol. A taptalajhoz adott prolin (1 és

10 mM) gatolta a vad tipus és a phrlphll mutans névekedését foszfattartalmua taptalajon.

Foszfat hianyaban a phrlphll vonal kisebbnek bizonyult, mint a kontroll Columbia, amit a

hozzaadott prolin szignifikhnsan nem befolyasolt (26. abra).
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26. abra, A taptalajhoz adott prolin (0-1-10mM) hatasa a Columbia és a phrlphll mutansok névekedésére

(rozetta és gyokér) Pi+ és Pi- taptalajokon (14 napig éheztetett névények, relativ értékek: Pi+ taptalaj

+0mM prolin=1).

Ezekbél az eredményekbdl egyrészt arra kovetkeztettiink, hogy foszfatéhezés alatt a

megnovekedett prolin bioszintézis ugyan szikséges a gyokérmegnyulas fenntartasahoz,

de nincs hatasa a rozetta novekedésére, masrészt pedig a névényekben megfigyelhetd

novekedesi visszaeseés kivulrél hozzaadott prolinnal nem allihaté helyre.

58



DISZKUSSZIO

A prolinfelnalmozédas az ozmotikus- és soOstressz egy jol dokumentalt
kovetkezménye. A prolinszintézis kulcsenzime a P5CS, amelynek Arabidopsis
thalianaban két izoenzime is ismert; a P5CS2, amely haztartasi génként funkcional, mig
a P5CS1 a stresszindukalt prolinszintézisért felelés. A ndvény novekedésének és
anyagcseréjének megvaltozasa stressz esetén egy rendkivil bonyolult, szamos
egymassal kdézrem(kodd jelatviteli uton keresztul mikodé folyamat és ennek fontos
része a prolin bioszintézis; meégis kevés olyan faktort ismeriink, ami szabalyozza a
P5CS1 kifejez6dését, igy befolyasolhatja a fehérje mennyiségét. A P5CS1 tébbek kozott
s6-, és szarazsagstresszben is aktivalodik, amelyek sulyos karokat, terméskiesést
okoznak napjaink mezdgazdasagaban, de nem ismerjik, hogy méas fontos probléméat
jelenté tapanyaghiany esetén milyen szerepet jatszik. Célul tlztik ki, hogy azonositunk
olyan, a P5CS1 promoterével kdzvetlendl kolcsonhatdé szabalyozé elemeket, amelyek
befolyasolhatjdk a gén aktivitdsat, aminek kdszdnhetéen jobban megérthetjik a gén

mikodését is.

Az éleszté egy-hibrid rendszerben azonositott P5SCS1 promoéter interaktorok

A P5CS1 prométerén végzett in silico promoéter analizis szamos feltételezhetd
illetve mar ismert transzkripciés faktor kotdhelyet, valamint kis RNS koétéhelyet is
tartalmaz, amelyek jelentés szerepet jatszhatnak a gén mikddésében. Az 5 nem
LONG HYPOCOTYL 5 (HY5) transzkripciés faktor koétéhelye is, mely meghatarozé
szerepet jatszik a fotomorfogenezisben. Munkank soran a P5CS1 prométer egy 1.9 kbp
hosszU szakaszaval kerestink transzkripcidos faktorokat éleszté egy-hibrid rendszer
segitségével, hogy jobban megértsik a prolinszintézis szabalyozasat stressz hatasara.
Sikerdlt izolalnunk szamos igéretes jeloltet, és ezek szabalyozo szerepét az alabbiakban

ismertetem.
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MYB30

A novényi MYB transzkripcios faktorok csaladja tobb szaz tagot szamlal, nevezéktanuk
pedig azon alapul, hogy hany MYB repeat-et tartalmaznak. Az altalunk az éleszt6 egy-
hibrid kisérletben azonositott a AtMY30B (AT3G28910) a két MYB repeatet tartalmazé
csoportjaba, azon belll az S1 alcsaladba tartozik. Ezek alkotjak a névényi MYB TF-ok
legnagyobb csoportjat és jelent6s szerepet jatszanak a novények mikrobialis patogénjei
elleni védelmében (Stracke et al.,2001;Dubos et al.,2010). Az AtMYB30-at els6ként
Xanthomonas campestris-szel fert6zott névénybdl készilt cDNS kdnyvtarbdl izolaltak.
Kilénb6zb avirulens baktériumokkal térténé kezelések utan a hiperszenzitiv reakcié (HR)
megjelenése elbtt specifikus korai tranziens AtMYB30 aktivaciot figyeltek meg. (Daniel et
al.,1999). Dohanyban és Arabidopsisban kimutattak, hogy az AtMYB30 tultermeltetése a
HR felgyorsulasadhoz, intenzivebbé valasdhoz vezet. Ezen felil megndvekszik a HR
molekularis markereinek akkumulacioja illetve ezzel egytitt a névény rezisztensebbé valik
az avirulens patogénekre. Ennek ellenpontjaként az antiszensz technolégiaval
represszalt AtMY30 a HR erds visszaeséséhez vezetett (Vailleau et al.,2002). Az ismert
adatok alapjan a névényi patogéntamadas esetén az AtMYB30 a programozott sejthalalt
indukald jelatviteli utak pozitiv szabalyozéja. Az AtMYB30 feltételezett célgénjei kozott
olyan géneket is talalunk, amelyek a lipid bioszintézisben vesznek részt és a nagyon
hosszl lanca zsirsavak (VLCFA-k) termelésében jatszanak szerepet (Raffaele
etal.,2008). A VLCFA Juatvonal késdbbi termékei koézott viasz és kutin mellett
szfingolipideket is talalunk melyek jelmolekulaként funkcionalhatnak a programozott
sejthalal folyamataban. Az AtMYB30 az abszcizinsav jelaltviteli utakban pozitiv
regulatornak bizonyult a névényi stresszfolyamatok soran. Abraham és mtsai (2003) az
abszcizinsavat a prolinakkumulacié pozitiv szabdalyozojaként irja le, ami egyfajta
megerdsitése annak, hogy a MYB30 valdban tagja lehet in vivo ennek a reakcidutnak. A
MYB30-nak a brasszinoszteroid (BR) jelatvitelben is fontos szerepe van azaltal, hogy
serkenti a BR célgénjeinek expressziogjat
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Mustang-3

A Mustang (MUG) géncsalad tagjai domesztikalodott transzpozonok, amelyek fontos
zarvaterm6k kozott. A transzpozabilis elemekrdl altalanossagban elmondhatjuk, hogy
fennmaradasuk autoném replikaciojuknak koszonhet6, nem pedig annak, hogy az adott
organizmus szamara hasznos tulajdonsagot jelentenek (Doolittle et al 1980.). Igaz ugyan,
hogy ezeknek az elemeknek egy funkcionalé génbe vald beépilése adott esetben
pozitivan jarulhat hozza az él6lény fithess-éhez, de ezidaig kevés elemrdl sikerult
bebizonyitani azt, hogy 6nmagukban is funkcidval rendelkeznek, illetve a ndvény
szamara elény0s tulajdonsagok kialakitasaban vesznek részt, A Mustang mellett ismert
domesztikalédott transzpozabilis elemek pl a FHY3 (FAR-RED ELONGATED
HYPOCOTYL 3) transzkripciés faktor csalad tagjai amelyeknek rendkivil jelentds
szerepe van cirkadian éra szabalyozasdban (Hudson et al 2003.). A FHY3 a fényjelatvitel
szadmos terlletén kolcsdnhat a HY5 transzkripcids faktorral, melynek kotése a P5CS1-
hez annak 5’ UTR régidjan bizonyitott.

A MUSTANG transzkripcids faktorok kozul az élesztd egy-hibrid kisérletinkben a
MUSTANG 3-at (MUG3: AT1G06740) azonositottuk, mint potencialis kdlcsénhato
partnert. A kulénb6zd knockout mug mutansok ndovekedése, feljédése és reprodukcios
képességei jelentésen elmaradnak a vad tipushoz képest. Egyes mutansok a vad
tipushoz képest kevesebb klorofillt tartalmaznak, részben ezért a szénhidrat
anyagcseréjuk jelentés mértékben karosodott, igy kizarélag in vitro hozzaadott szahar6z
jelenlétében életképesek (Smith et al 2007.). Mas mutansok novekedése és
reprodukcioja gatolt. Hianyossagot mutatnak a virdgzati szervek fejl6désében, a
termékenységben és a reprodukcio id6zitésében is. Ezek a novények kevés vagy
semennyi pollent nem termelnek, a porzoik és a terméjuk nem nyulik meg ugy, ahogy a
vad tipusban, megakadalyozva ezzel az 6nmegporzast. A termétajuk felépitése is
modosul, igy akkor is nehezen termékenyulnek meg, ha a pollen eljut a termépapillahoz
(Joly-Lopez et al 2012.). Amennyiben medfigyelheté lenne egyfajta redundancia a két
leginkdbb ismert domesztikaldédott transzpozon funkciojaban, érdekes lehet utdnajarni,

hogy vajon a stresszreakciok jelatvitelében is szerepet jatszanak-e.
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Indetermined Domain-5

Az Indetermined Domain-5 (IDD5: AT2G02070) egy Cink-ujj domént tartalmazé, C2H2-
szerl transzkripciés faktor. Kimutattdk hogy pozitiv regulatora a keményitd-szintaz 4
(STARCH-SYNTHASE 4, SS4: At4g18240) génnek. Ezaltal szerepet jatszik a
kloroplasztisz fejlédésében, morfoldgiajanak kialakulasaban illetve befolyasolja benne
talalhaté keményitészemcsék szamat és kialakulasat. Ingkasuwan és mtsai (2012.)
kutatdsai alapjan az IDDS tagja egy olyan rendkivul Osszetett keményitd termelést
szabalyozé haldzatnak, amely szoros kapcsolatban all egyes oragénekkel (CCAL:
At2g46830, LHY: At1g01060) és a keményité napi korforgasanak alakulasat hatarozzak
meg. IDD5-6t leirtak, mint DELLA interaktort is. Ezek a fehérjék szabalyozzak ozmotikus
stressz esetén a novény novekedésének géatlasat, az abszcizinsav stabilizalja 6ket, mig
lebontasukat gibberellinek irdnyitjak (Achard et al., 2006; Golldack et al., 2013).

BROTHER OF LUX ARRHYTHMO

Az Arabidopsis BROTHER OF LUX ARRHYTHMO (BOA: AT5G59570) a GARP
transzkripciés faktor csaladba tartozé fehérje (Hazen et al. 2005.), melyet a cirkadian
ritmus regulal. A cirkadian rendszer szamos élettani és anyagcserefolyamat
szabalyozasaban vesz részt, és jelents szelekcios elényt jelent az organizmus szamara.
A biologia oszcillatorok lehetévé teszik, hogy a noévények alkalmazkodni tudjanak a
kornyezet napi valtozasaihoz, igy mint a nappal-éjszaka ciklus és az ezzel jar6 fény-, és
hémérseékleti valtozasok. Az Arabidopsis cirkadian ora legkorabban leirt tagjai a
CIRCADIAN CLOCK ASSOCIATED1 (CCA1l; AT2G46830) and LATE ELONGATED
HYPOCOTYL (LHY AT1G01060.1) (McClung 2008.), a BOA és az emlitett két gén
kozvetlenll részt vesznek egymas szabalyozasaban. A BOA tultermelése transzgenikus
ndvényekben tdbbféle élettani és fejlédésbeli kulonbséget eredményez, tdbbek kdzott
késleltetett virdgzast és a vegetativ szervek intenzivebb ntévekedését is. Egy rendkivdl
fontos cirkadian 6ra protein a CCA1 a BOA promoterén talalhatd “evening element’-hez

kotve gatolja a génkifejez6dést. A BOA-rdl pedig in vitro és in vivo is kimutattak, hogy
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képes bekotni a CCALl promoteréhez és aktivalja a transzkripcidt, igy ez a két gén
egyfajta visszacsatoldé hurkot alkot (Baudry and Key 2008.). A ccal, lhyl szimpla és
dupla mutansokban megfigyelték, hogy a BOA napi periddusideje megroévidilt. BOA
tultermel® mutansokban viszont a CCA1 periédusidejének meghosszabbodasat figyelték
meg. Ezen felll a BOA tultermelése hatassal van mas Oragének, tobbet kdzott az LHY,
GIGANTEA és a TIMING OF CAB EXPRESSION 1 (TOC1l) expressziojara is.
Osszességében a BOA kulcsfontossagu szereppel bir a cirkadian 6ra szabalyozasaban.
Gibon és mtsai (2006) a prolintermelés napi ritmusat irjak le, mely a nappak késdi

fazisaban tet6zik, elméletem szerint a BOA ebben jatszik jelentds szerepet.

Phosphate Starvation Responsel és Phosphate Starvation Response-likel

Az éleszt6 egy-hibrid kisérleteinkben a Phosphate Starvation Response 1 (PHR1
AT4G28610) transzkripcids faktort egy, mig a vele funkcidjat tekintve nagyban atfedé
Phosphate Starvation Response Factor 1 —like-ot (AT5G29000) négy kopidban talaltuk
meg, mint potencialis P5CS1 promoterrel kélcsonhaté partnert. A PHR1-et Arabidopsis-
ban a foszfathiany soran fellép6, annak karos hatasainak kivédésére iranyulo élettani
folyamatok elsédleges szabalyozojaként irtak le(Bustos et al 2010.).A foszfat
esszencialis makroelem az élolények szamara. Alapvetd épitékove tobbek kozott
nukleinsavaknak, ATP-nek és foszfolipideknek is. A P kozvetlenul kapcsolodik
energiaatmenetekhez, szamtalan anyagcsere intermedier képzédéséhez és fehérjék
poszttranszlacios modositasahoz is (Poirier and Bucher, 2002). Hianydban a névények
ndvekedésében és fejlddésében is jelentds valtozasok kovetkeznek be, ilyen pl. a
hajtasnovekedés csOkkenése és antocianok akkumulacidja. A noévények a foszfatot
szervetlen foszfat formajaban veszik fel a talajbdl. A talaj foszfattartalma heterogén és a
gyokérzet altal elért talajrégioban gyakran nagyon alacsony. (Poirier and Bucher, 2002).
A Pi hianyra gyOkérszerkezet szintjén a ndévény a fégyokér ndvekedésének gatlasaval és
az oldalgyokerek és gyOkérszérok novekedésének serkentésével valaszol annak
erdekében, hogy minél nagyobb talajfellletet érjen el, megndvelve ezzel a foszfatfelvétel

kapacitdsat. A foszfathiany érzékelése utan a noveny valasza génexpressziés szinten a
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Bevezetésben ismertetett PHR1-PHO2-miRNA399 kaszkadon (Briat et al 2015.)
keresztll valésul meg.

A PHR1-et kezdetben a Pi homeosztazis legfébb transzkripcié regulatoraként
tartottak szamon. Napjainkban azonban t6bb tanulméany is arra utal, hogy a PHR1 olyan
gének expressziojat is szabalyozza, melyek szikségesek a S, Fe és Zn transzporthoz és
ezen elemek homeosztazisanak fenntartasahoz ( Bournier et al. 2013; Khan et al.,
2014.), dsszekdtve ezek anyagcseréjét a foszfatanyagcserével. igy a PHR1 az elsé
molekularis kapocs, amely 6sszekéti a mikro és makroelemek szabélyoz6 utvonalait.
Ezen felll leirtdk a PHL1 aktivalédasat sostressz, ozmotikus stressz és ABA kezelés
hatasara is (Kilian et al 2007.), ami tovabb terjeszheti ezen transzkripcidés faktorok
szerepét mas abiotikus stresszek kutatasa tekintetében is.

Ismerjik, hogy a névényi sejtek kénhiany esetén a szulfolipidek foszfolipidekre,
foszfathiany esetén a foszfolipideket szulfolipidekre cserélik, ez igazolja a névényekben a
P és S szintignek egymastdl vald fiiggéségét. Erdekes modon a foszfolipidek
szulfolipidekre cserélésének két génje az SQD1 (AT4G33030) és az SQD2 (AT5G01220)
promoterében is taldlunk P1BS helyet, valamint mindketten upreguldlodnak a PHR1
hatasara. Nagyon alacsony mennyiségli inozitol-6-foszfatot szintetizalni képes
mutansokban a szulfat és Pi transzportban, illetve jelatvitelben részt vevdé gének
expresszioja megvaltozik, igy azt feltételezik, hogy ez a molekula lehet az 6sszekotd
kapocs a két atvonal kdzott. (Belgaroui et al.,2014).

A novényekben a vas és a foszfat homeosztazisanak kapcsolata ismert (Hirsch et
al., 2006; Ward et al., 2008). A Pi a talajpan komplexet alkot a vassal (Fe*"), ami
precipitatum képzddéséhez vezet, megnehezitve ezzel a nbvények szamara ezeknek az
elemek elérhetéségét. Ennek kdvetkezményeként a gyokérben a Fe hiany esetén nagy
affinitast Fe?* felvételi rendszer aktivalédik akkor is, amikor foszfathiany lép fel. (Ward et
al.,2008). Ezzel dsszefuggésben a ndvényekben a foszfatéhezés serkenti a fém - féleg Al
eés Fe-akkumulaciot (Ward et al., 2008). Fejlédéstani szempontbdl pedig szintén jol
dokumentalt, hogy a Pi- éhezéskor tapasztalt fégyokér-gatlas részben Fe toxicitasnak
készdénhetd (Ward et al., 2008). A Fe-t raktaroz6 AtFER1(AT5G01600) gén
promoterében szintén megtalalhatd a P1BS hely, amelyhez a PHR1 és PHL1
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hozzakotédnek, ugyanakkor a foszfatéhezés esetén a ferritin indukcidja nem flgg a
rendelkezésre allé Fe mennyiségétdl(Bournier et al., 2013).

Napjaink mezdgazdasagaban a foszfathiany jelentés karokat okoz. Az, hogy a
Y1H kisérletben a két faktor 0sszesen 5 talalatot adott, valamint az lehet6ség, hogy
O0sszefuggeést talalunk egy ilyen aktualis probléma, illetve egy ilyen jol definialt, de ebben
az aspektusban még nem vizsgalt mechanizmus, mint a stresszindukalt prolinszintézis

kozott, arra 6sztonzott minket, hogy kisérleteinket ebbe az irdnyba folytassuk tovabb.

A P5CS1 promoter és a PHR1-PHL1 transzkripcids faktorok kotésének
bizonyitasa

Elsé lIépésként megerbsiteni kivantuk az éleszté egy-hibrid kisérletben a PHR1 és
PHL1 transzkripciés faktorokkal kapott eredményeinket. Ezért egyfel6l electromobility
shift assay-jel (EMSA) vizsgaltuk a P5CS1 promoéter fragment és az E. coli-ban
termeltetett PHR1 és PHL1 fehérjék kozotti kapcsolatot. A kisérleteinkkel nemcsak
megerdsitettlik, hogy ez a két TF kotédik a P5CS1 promoéteréhez, hanem azt is
kimutattuk, hogy a kotédés a P1BS koét6helyhez kapcsolhaté. Az EMSA kisérletek soran
azt is tapasztaltuk, hogy a vizsgalt két fehérje eltéré affinitdssal rendelkezik a P1BS-t
tartalmaz6é fragmentre. A promoter fragment gélbeni migracioja 0,25 pug PHRL1
hozzdadasa esetén szemmel lathatban mar megvaltozott, és 1ug fehérje esetén a
kontroll-kiindulasi - mérettartomanyban mar nem kaptunk jelet . A PHL1 esetében 0,5 ug
fehérje mellett latunk hatarozott shiftet a DNS gélbeni migraciéban, mig annak teljes
athelyez6déséhez 1,5 ug PHL1 fehérjével torténd egyuttinkubalas sziikséges. A kisérlet
0sszességében tehat azt mutatja, hogy a PHR1 in vitro nagyobb affinitassal rendelkezik
a P1BS-t tartalmaz6 DNS fragmenthez, mint a PHL1.

A kolcsonhatast megvizsgaltuk in vivo mobdszerrel is. Ehhez kromatin
immunoprecipitacid modszerét hasznaltuk influenza hemagglutininnel (HA) jel6lt PHR1-et
termeld transzgenikus Arabidopsis névények bevonasaval. Ezeket a ndvényeket 2,5 mM
foszfatot tartalmazo taptalajon csirdztattuk, majd az 5. napot kdvetdéen athelyeztik ket
foszfat mentes taptalajra illetve kontrollként az addig hasznalt, foszfatot is tartalmazo

taptalajra és tovabbi 14 napig neveltik igy 6ket Az eredmények értékelése soran mindkét
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precipitatumban, illetve egy precipitacié nelkili, un. “input control’-ban 6sszehasonlitottuk
a kotdhelyet tartalmazd amplikon mennyiségét a kotShely nélkuli P5CS1 fragment
mennyiségével és azt tapasztaltuk, hogy a HA-ellenanyaggal precipitalt mintdban a
kotOhelyet tartalmazo fragment a kontroll fragmenthez képest hétszeres mennyiségben
detektalhatdé, mig a GFP-vel precipitalt, valamint az “input control” mintankban nem
lattunk kilonbséget az emlitett két fragment mennyisége kozott. Ez  alapjan
megallapithattuk, hogy a PHRL1 in vivo is képes koétédni a P5CS1 prométerhez, mégpedig
specifikusan a P1BS koétéhelyhez. Figyelemre mélto, hogy az emlitett PHR1 és PHL1
kotdé hely a gén elsé intronjaban talalhato. Az intronok transzkripciot el6segité szerepét
szamos esetben leirtdk mar, gyakran akkor, ha kdzel helyezkednek el a transzkripcios
start helyhez. A névényvilagban pl. a LEAFY és WUSCHEL transzkripcios faktorok
egyuttmikoédnek az AGAMOUS gén aktivalasadban ugy, hogy hozza az AG elsé intronjan
lévé kotdhelyen at kapcsolddnak. A nagy affinitasu foszfat transzporter PHT1.4 gén elsé
intronjaban is megtalaljuk a P1BS helyet, amely rendkivil jelentésnek bizonyult a gén

gyokérben torténd nagyaranyu kifejez6déséhez foszfatéhezés alatt.

A prolinszintézis alakulasa és annak hattere foszfatéhezés alatt

azt tapasztaltuk, hogy a névényekben a 14 napos foszfatéheztetés soran, annak 4.
napjatol mar eltérések mérheték, mely az éhezés soran linearisan noévekszik. A hetedik
napon tapasztalt kétszeres kullonbség a kisérlet id6tartama alatt folyamatosan
emelkedett, annak végére pedig a kontroll - nem éheztetett - névényben mérhetd érték
kozel négyszeresét érte el, amit egy jelentés valtozasként konyvelhetunk el. A lineéaris
novekedésnek a foszfathiany mellett okozéja lehet a masodlagos stresszként megjelené
reaktiv oxygen formak akkumulécidja is. Megvizsgaltuk ugyanekkor a feleslegben
(10mM) hozzaadott foszfat hatasat is, azonban ebben az esetben semmiféle kiilénbséget
nem tapasztaltunk a kontrollhoz képest. Génexpresszios tekintetben azt tapasztaltuk,
hogy a P5CS1 expresszibdja foszfatéheztetés soran mind gyokérben, mind a hajtasban
jelentés (2,5 illetve 4-szeres) emelkedést mutatott a kontrollhoz képest, ami egybevag a
prolinkoncentraciét szemlélteté adatokkal. A prolin dehidrogenaz 2 (ProDH2) szintén egy

jelentds stresszindukalt gén, mint ahogy erre masik elnevezése (ERD2 - Early Response
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Dehydrogenase 2) is utal. Ennek expresszidjara is serkent6leg hatott a foszfatéhezés,
ami a kontroll mintdkhoz képest 3-szoros (hajtasban) illetve 7-szeres (gyokérben)
novekedésben nyilvanult meg. A tobbi altalunk vizsgalt prolinmetabolizmusban részt vevo
gén (P5CS2, P5CR, P5CDH, ProDH1) expresszidja nem valtozott szamottevéen. A
megemelkedett P5CS1 és PDH2 expresszié azt sejteti, hogy a foszfatéheztetett
novényekben megemelkedett a prolin turnover. Ez a jelenség j6tékony hatassal lehet a
NADP/NADPH arany és a sejt redox allapotdnak szabalyozasa szempontjabdl a stressz
soréan azéltal, hogy a prolin bioszintézishez redukalé energiat hasznal fel és/vagy a prolin
oxidaciojan keresztll energiat biztosit a mitokondridlis enegriatranszport szamara.
Lathattuk a prolintartalom erételjes ndvekedését a vad tipusban, ugyanakkor p5csil-1
mutansban a foszfatéhezés nem valt ki ilyen hatast, ellentétben a pdh2-2 vonallal, ami
viszont a Columbia-nal szignifikAnsan tébb prolin akkumulalt, ezzel is alatAmasztva azt,
hogy ez a két gén hatarozza meg a prolinszintet ezen stresszkoérulmények kdzott is. A
prolin funkcidja a foszfathiany esetén ugyanakkor ellentmondéasos, hiszen a hozzaadott
prolin nem okoz lathaté valtozast a névény novekedésében foszfathidnyos taptalajon.
Ezzel ellentétben a p5csl-1 mutdnsban a prolinfelnalmozédas képességének hianya
hiperszenzitivitast okoz s6- és szarazsagstresszre (Sharma et al 2011.), ezzel utalvan
arra, hogy a prolinnak fontos védelmi funkcidja van az emlitett korilmények kozott.

A foszfatéhezés jellemzd élettani tuneteit a mi kisérleti korulményeink kozott is
megtapasztaltuk. A fégyokér novekedésének gatlasa és az oldalgyokérképzbdés
serkentése egyarant szembedlté volt. Ezzel parhuzamosan GFP-vel jelolt P5CS1-et
tartalmaz6 vonalon mikroszképosan nyomon kovettik a P5CS1 akkumulaciéjat, illetve
eloszlasat a gyokérzetben. Kontrol korulmények kozott a fégydkér csucsaban gyenge
P5CS1-GFP fluoreszcenciat tapasztaltunk, mig az éheztetett noévényekben a
fégyokérben annak névekedésgatlasaval egyitt a GFP-jel is csokkent. Erés GFP jel volt
viszont megfigyelheté az uUjonnan képz6dott oldalgydkerek csucsaban, illetve azok
eredésénél vagyis az intenzivebben osztdédo terileteken. A P5CS1-GFP fehérje a
gyokérben a foszfatéhezés hatasara generadlisan az egész gyokér hosszaban
megemelkedik Ward és mtsai (2008.) arrél irnak, hogy a foszfathiany kodvetkeztében
fellep6 gyOkérndvekedés gatlas tulajdonképpen nem is egyedul a foszfathianynak,

hanem az emiatt fellépd Fe toxicitasnak az eredménye, ugyanis a foszfat nagyon sok
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esetben a vassal komplexben talalhatdo meg a talajpban, amit a névény nem képes
felvenni, igy normal kérilmények kdzott nem toxikus. Elképzelhetének tartom azt, hogy a
taptalajpan taldlhat6 50uM Fe-EDTA nehézfémstresszt és ebbdl eredé6 ROS-
akkumulaciét okozott a noveny teljes gyokérzetében, ez pedig egy olyan jelenség amiben
a prolin véddészerepét és a P5CS1 indukcidjat mar ismerjik. A fégyokér ndvekedésének
gatlasaval és az oldalgyokérképzddés serkentésével a noveény arra torekszik, hogy képes
legyen minél nagyobb talajfelulettel érintkezni és annak foszfatkészletének
kihasznalasaval elhéaritani a stresszt. Kisérleti rendszerinkben a Col-0 névények
fégyokerének hossza a foszfatéheztetés lejartaval 45%-kal rovidebbnek bizonyult a Pi+
taptalajon nétt novény gyokerénél. A P5CS1-GFP sejtbeli lokalizaciojdban nem
tapasztaltunk kilénbséget a kontroll és az éheztetett novények kozétt. A P5CS1
korilmények kozott a P5SCS1-GFP mérettartomanyaban nem tudtunk jelet detektalni, a
foszfatéheztetett ndvény esetében az indukcié eréssége megfelelt egy 3 napon at 75 mM
NaCl-on nevelt névényben tapasztalhaté P5CS1-GFP szintnek.

A foszfatéheztetett ndvények hajtasait vizsgalva levelek fakuladsaval, illetve
antocianok akkumulacioval talalkoztunk. Az ATP és a NADP, mint az energiaatmenetek
kulcsmolekulai a foszfathiany miatt nem képesek megfelelé mennyiségben
szintetizalodni, ezaltal a névény nem tudja a beérkez6 fotonok szama altal meghatarozott
fotoszintetikus kapacitast fenntartani; ennek kévetkezménye pedig fotoinhibicié, illetve
reaktiv oxigénformak megjelenése lesz. A felhalmoz6do antocianok egyrészt elnyelik a
beérkezé fotonok egy részét, megvédve ezzel a fotoszintetikus apparatust, masrészt
fontos szereplk van a keletkezett szabadgytkok kioltasaban is. A ndvények hajtasat
vizsgalva megallapitottunk, hogy a 14 napos foszfatéheztetés hatasara a rozettak
novekedése 40%-kal csokkent a kontrollhoz képest. Molekularis szinten a foszfathiany
miatt egyes anyagcsereutak karosodnak és reaktiv oxigén formak halmozodnak fel.
Kisérleti rendszeriinkben az éheztetett névenyekben 4-7-szer magasabb H,O, szintet,
illetve kozel kétszeres lipid peroxidaciot tudtunk detektalni a kontrolhoz képest.
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A phrl, phll és phrlphll mutdnsok prolinakkumulacioja

A kovetkezd lépésben phrl és phll szimpla és phrlphll dupla mutans noévényeket
vizsgaltunk foszfatéhezés alatt azért, hogy informaciot kapjunk ezeknek a transzkripciés
faktoroknak a prolinmetabolizmusra gyakorolt hatasarél, ezt megel6zéen pedig vizsgaltuk
a foszfatéhezés fenotipusos hatasait az emlitett vonalakban. 14 nap foszfatéheztetést
kovetden a kontrollként hasznalt teljes taptalajon mindharom mutans vonal a Columbia
novényekhez hasonlé nodvekedést mutatott. A vad tipus és a phll novekedése a
foszfatmegvonéas hatasara kdzel 50%-kal esett vissza, mig a phrl és a phrphll ezeknél
szignifikdnsan jobban, ami a PHR1-nek a PHL1-nél jelentésebb szabalyozd szerepére
utal. Kontrol kérilmények k6zo6tt mindharom mutansban a vad tipussal kdzel megegyez6
prolinszintet mértiink, mig a foszfatéhezés csak fele akkora indukciot eredményezett,
mint a Columbiaban, ez arra utal, hogy a foszfatstressznek a prolinszintézis indukalé
hatasa is része a PHR1 szignalizacios utvonalanak. Megmeértiik az emlitett mutansokban
a prolin akkumulaciojanak mértékét sokezelést kdvetéen is. Ez mindharom mutansban
erbteljes prolin akkumulaciét eredményezett, amelynek értéke minden esetben kevesebb
volt a vad tipusban mérheténél, ami a szimpla mutansok esetében a vad tipus értékének
75-80%-at, mig a dupla mutansban annak 60%at jeletette. Ez egyfel6l megmutatja, hogy
a PHR1 és PHL1 funkcionalisan redundansok és talan talan feltételezhetjik azt is, hogy
ezek a transzkripcios faktorok nem csupan az eddig leirt tapanyaghianyok jelentette
stressz soran, hanem sostressz esetén is funkcioval birnak. Ezt kovetéen a
prolinmetabolizmusban szerepet jatszo gének expresszios vizsgalata azt mutatta, hogy a
foszfatéheztetés utan a vad tipusban tapasztalhat6 P5CS1 indukcié a mutansokban
jelentésen lecsokkent. A PDH2 expresszios értékei a gyokérben a P5CS1-hez hasonloan
a nem érték el vad tipusban tapasztalt indukcié mértékét, a hajtasban ugyanakkor ahhoz
hasonlonak bizonyultak. Azok a gének, melyeket a vad tipusban nem mutattak
expresszios kulonbséget, itt sem valtoznak. A mi eredményeikkel télunk flggetlen
transzkriptdm adatok is egybevagnak. Bustos és mtsai (2010.) is leirjak, hogy microarray
analizisikben foszfatéheztetett Arabidopsisban a P5CS (itt egyutt a 2 izoforma), illetve a

PDH2 expressziojanak novekedését tapasztaltdk, mig mas prolinmetabolizmusban
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érintett gén kifejez6dése nem valtozott. Kisérleteink soran igazoltuk azon irodalmi
adatokat, melyek szerint a PHR1 és PHL1 expresszibja nem valtozik meg a
foszfatéheztetés soran, viszont a mutansokban latott P5CS1 és PDH2 kifejez6dési
eredményeink alapjan arra kovetkeztethetlink, hogy a fent emlitett két transzkripcios

faktor elengedhetetlen a foszfathiany soran végbemend génexpresszios valtozasokhoz.

Az abszcizinsav jelatviteli Ut a foszfatéhezési valaszreakcidokban is szerepet
jatszik

Az abszcizinsavrol ismert, hogy szabalyozza a prolinfelhalmozodast sé és
ozmotikus stressz hatasara A phrlphll mutdnsokban az ABA kezelés kevésbé emelte
meg a szabad prolin szintet, mint a vad tipusban, hasonl6an a foszfatéheztetéshez és a
sostresszhez. A prolinfelhalmozddas és a P5CS1 transzkript szintje alacsonyabbnak
bizonyult az ABA szintézis mutans aba2-3 és az ABA inszenzitiv abi4-1 mutansban a
foszfatéhezés alatt. Az ABI4 egy AP2 tipusu transzkripcios faktor ami szamos ABA Aaltal
szabalyozott gén transzkripciojat iranyitja, valamint szerepet jatszik a cukor-jelavitelben is
(Finkelstein 2013.). Eredményeink azt sejtetik, hogy ABA-fliggé szignalok aktivaljak a
prolin bioszintézis Gtvonalat nem csak dehidratacio, hanem foszfathiany esetén is.

Az ABA szabalyozds és a foszfatéhezés kapcsolata nem csak a
prolinmetabolizmus jelenségén keresztil esik egybe. Transzkriptomikai adatok szerint
szamos ABA dltal szabalyozott gén aktivalodik foszfatmegvonas alatt is, ilyenek pl az
RD29a, RAB18, RD20,RD22,P5CS1/2, XERO2 valamint az NCED3 ami kulcsregulatora
az ABA bioszintézisnek. Az NCED3 transzkripcioja a mi kisérleteinkben is indukalédott a
foszfatéhezés hatasara. Néhany ABA jelatviteli gén is (pl ABI1, ABI2, HAB1, OST1,
ABF3, MYB2, MYC2, RAP2.12) indukalodik foszfatéheztetésalattés ezek kifejez6dése
gatlédik phrl és phrlphll dupla mutansokban (Bustos et al., 2010.), ami arra utal, hogy
az ABA-regulon egy része PHR1 és PHL1 faktorok altal is szabalyozott. Transzkripcios
adatok igazoljak azt is, hogy a PHL1 transzkripciés faktor indukalhaté séval, ozmotikus
stresszel és ABA-val is. Szamos foszfatéheztetésre reagaléd génrdl bebizonyosodott,
hogy mas stresszformak, pl. hideg, szarazsag, sostressz, valamint patogének, illetve
hormonok, pl. ABA és etilén altal is aktivalodnak. Ezek az eredmények egy kbzvetlenebb

kapcsolatra utalnak az ABA jelatvitel és az €hezés anyagcsereutjai kozott, ezek
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egylttesen szabjak meg a foszfathianyra adott valaszokat. Az ABA-rél ismert, hogy
serkenti a védelmi mechanizmusokat szarazsag illetve magas sotartalmu talaj esetén és
szabdlyozza a ndvekedésgatlast. Azt talaltuk, hogy foszfathianyos taptalajon az ABA-
deficiens aba2-3 mutans rozettantvekedése kevésbé visszafogott, mint a vad tipusé,
utalvan arra, hogy az abszicinsavra szilkség van a novekedés gatlasahoz ennél a
stressznél is. Az ebben a mutansban megfigyelhetd levélfakulas viszont azt mutatja,
hogy az ABA-ra szilkség van a életképesség fenntartasahoz a fosztfatéhezés soran. Az
aba2-3-mal ellentétben a phrlphll mutansban mind a névekedés, mind az életképesség
csokkenését figyelhettiik foszfat hianyaban. Ezekben a mutdnsokban a csodkkent
prolinakkumulacié valoszinlleg nem felelés a ndvekedésgaltasért és a fakulasért,
ugyanis a p5csl-1 mutans, amelyben egyaltalan nem folyik stresszindukalt
prolinszintézis, nem mutatja ezeket a tuneteket. Az ABA szintézis blokkolasarol tudott
volt, hogy feloldja a gyokérndvekedés gatlasat mérsékelt ozmotikus stressz esetén,
alatdmasztva azt a megfigyelésiinket, hogy az ABA-nak szerepe van a novekedés
szabalyozdsaban stressz alatt. Az ozmotikus stressz alatt a novekedés gatlast DELLA
proteinek szabalyozzak, ezek stabilizdlasaban is részt vesz az ABA. Fontos
megemlitenem, hogy a P5CS1 promoter egyik azonositott kété transzkripcios faktora, az
Indetermined Domain-5 (IDD5) az irodalmi adatok alapjan DELLA fehérje kdlcsénhaté is
(Achard et al., 2006; Golldack et al., 2013). Eredményeink felfednek egy eddig nem
ismert kapcsolatot a foszfat és prolinmetabolizmus kozétt. A P5CS1 gén szabalyozza a
prolin bioszintézist és kdzéppontja, célponta lehet az abszcizinsav jelatvitelnek és a
foszfat homeosztazis szabalyozasana;, és ezt a MYB tipusi PHR1 és PHL1

transzkripcios faktorok szabalyozzak
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A foszfatéhezésre adott valasz 6sszetett fény és hormonalis szabalyozéas
alatt is all

Abraham és mtsai (2003.) leirtdk, hogy sotétadaptalt novényekben a
prolinakkumuléacié gatolt, sejtetve azt, hogy a fény jelatvitel, vagy valamiféle fényfliggd
metabolikus vagy hormonalis szignal szerepet jatszik a prolinmetabolizmus
szabalyozasaban. Ha 6sszehasonlitjuk a nyugalmi allapotban lévé P5CS1 transzkript
szintet fényben novd és sotétadaptalt novények kozott, akkor azt latjuk, hogy a fény
esszencialis a transzkripcibhoz mind alap, mind indukalt allapotban. A P5CS1-gyel
ellentétben a P5CS2 esetében kevésbé szembetling a valtozas. A P5CS1-el ellentétben
a soOtétadaptacio a hajtasban serkentdleg hat a PDH gének expresszidjara.

Feng és mtsai 2016-ban publikaltak, hogy a fény befolyasolja a P5CS1 soOstressz-
fluggbve, aminek megléte esszencialis a transzkripciés memdaridhoz (TMP-Transcriptional
memory of P5CS1). Ennek a metilaltsagi allapotnak a fenntartasaban a HY5 (illetve
annak analégja a HYH) jatszik fontos szerepet, ugyanakkor nem bizonyitott, hogy
kozvetlenll hatassal van a P5CS1 soOstressz altal el6idézett transzkripcids serkentésére.
A fény szerepét alatamasztandé a tanulmany kiemeli, hogy egymast kdvetd sostresszek
soran a sotétadaptélt névények valaszreakcioja gyengébb és lassabban alakul ki, mint a
fényen nevelteknek; a folyamatos fény ndéveli a memodria id6tartamat; kulcsfontossagu
fényszignalizacios faktorokban (HY5, HYH, phyA, phyB) mutédns ndvényekben nem
alakul ki a memdria; valamint kimutattak, hogy a HY5 képes koélcsénhatni a P5CS1
promoteren taldlhatd EMF-fel (Essential for Memory Fragment). A HY5 szamos fejlédési
folyamatban és stresszvalaszban jatszhat szerepet, Liu és mtsai (2017.) szerint ilyen a
foszfatstressz is, amit a tanulmany tobbféle aspektusbol is megkdzelit. Foszfathiany
esetén jelentds szerepet tulajdonitanak a cukornak, amely képes megndvelni a PSI
(Phosphate Starvation Induced) gének expresszidjat, illetve serkenti a novény
gyokérszerkezetbeli valtozasanak kialakulasat (Karthikeyan et al., 2007). Ismert az is,
hogy a foszfatéhezés a levelekben a fotoszintézis cstkkenéseét, illetve cukrok és
keményité felhalmozddasat eredményezheti (Chiou and Lin, 2011). A tanulméanybdl
kidertl, hogy a tavoli voros, és voros fény receptorok (phyA, B) és két fényszignalizacios

72



szukségesek a fény altal indukalt PHR1 expressziéhoz és PSR-hez, a foszfatéheztetésre
adott vélasz). Karthikeyan és mtsai (2007.) mér leirtdk, hogy a PSI gének aktivitasa
csokken, ha fényen nevelt ndvényeket Pi-mediumon sotétbe helyeziink. Fontos
kilébnbség a HY5 szerepében a két targyalt folyamatban az, hogy mig a P5CS1
ellenkez6jét mutattak ki: a HY5, ami alapvet6en fény jelatviteli utak pozitiv szabalyozdja,
represszélja a PHR1-et és a PSI gének expresszidjat és ellentétesen szabalyozza azt,
mint a FHY3 és a FAR1. Ebben a tanulmanyban leirjak az etilént is, mint a PSR fontos
szabalyozé tényezéjét, ennek a folyamatnak a kulcsgénjei az EIN3 és az EIL1. Ez a két
gén serkentéleg hat a PSR-re, a két Ut vonal (fény és etilén) pedig 6sszekapcsolddik
azaltal hogy mind a fény, mind az etilén serkenti az FHY3 fehérje akkumulaciojat, ezzek
szinergisztikus az is, hogy az ACC, mint etilén perkurzor képes blokkolni a fényindukalt
HY5 protein termel6dését. Az eddigi eredmények alapjan, miszerint mind a fény, mind az
etilén el6seqgiti az EIN3 akkumulaciojat (Guo and Ecker, 2003; Shi et al., 2016)
ugyanakkor az etilén destabilizélja a HY5-ot (Yu et al., 2013).

Osszefoglalasul elmondhato, hogy az éaltalunk élesztd egy-hibrid kisérletben izolalt
feltételezett P5CS1 promoterrel kélcsdnhato6 transzkripcios faktorok mind elhelyezheték a
génexpresszios szabalyozasrol eddig ismertek palettajan. A MYB30 az abszcizinsav
jelatviteli utak serkent6jeként kapcsolodhat a prolinszintézis szabalyozasanak
mechanizmusaba. Ez a transzkripcios faktor a brasszinoszteroid jelatvitelben is fontos
szerepet jatszik, errdl pedig ismert, hogy gatolja a P5CS1 kifejez6dését. Az IDDS egy
DELLA proteinekkel kdlcsdnhato transzkripcios faktor.Ezek felelnek ozmotikus stressz
alatt a novekedés gatlasaért. A BOA egy olyan transzkripcios faktor, ami
kolcsdnhatasban all a CCA1l és LHY fehérjékkel, amik a cirkadian oOra esszencialis
komponensei. A Mustang-3 egy domesztikalodott transzpozon, melynek mutacidja
esetén a klorofillszintézis és a szénhidrat anyagcsere karosul jelentésen. Az altalunk
kiemelt foszfatéhezési valaszt szabalyozo transzkripcidés faktorokrol bebizonyosodott,
hogy kotésik a P5CS1 promoterén talalhaté P1BS helyhez in vivo is megtérténik. A
stresszindukalt prolinszintézissel és a napjainkban jelentés mez6gazdasagi problémakat

okozo foszfathiany altal kivaltott névényi valaszokkal kapcsolatban is szamos tanulmanyt
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olvashattunk, eddig azonban a két emlitett jelenség kapcsolata ismeretlen volt. A
részletesebben vizsgalt PHR1 és PHL1 transzkripcids faktorok j6 példajat mutattak
annak, hogy hogyan figgenek dssze nem kapcsolt kbrnyezeti hatasokra adott valaszok a
génexpresszio komplex szabdlyozésa szintjén (27. abra). Az irodalomban megoszlanak a
vélemények a prolin stresszfolyamatok alatti jelentéségével kapcsolatban. Szamos
stresszfizioldgiaval kapcsolatos cikkben szerepel, azonban az tovabbra is kérdéses, hogy
valojaban hol és milyen mértékben képes enyhiteni a stressz okozta karosodasokat,
illetve, hogy valojaban a stresszt kdzvetlendl jelenté hatasra aktivalédik a szintézise vagy

inkabb az azt kdveté ROS-akkumulaciénak tulajdonithato.
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27. abra, A prolinmetabolizmus szabélyozasak modellje ozmotikus stressz és foszfatéhezés alatt az
altalunk telalt interaktorokkal és kapcsolatokkal kiegészitve. Ozmotikus stressz esetén a prolin
akkumulacidjahoz a P5CS1 indukalddik, mig a PDH represszalodik, el6bbi szabalyozasaban fontos
szerepet jatszik az ABA, mely valoszinlileg a P5CS1 prométerén talalhaté ABRE elemen keresztil hat.
Ebben a reakcioutban elképzelhetd, hogy az altalunk az Y1H kisérletben azonositott IDD5 és MYB
transzkripcios faktorok is szerepet jatszanak. A foszfatéhezés indukélja a PHR1 és PHL1 transzkripciés
faktorokat, melyek aktivaljadk a P5CS1-et annak P1BS motivumahoz vald kétédéssel. Foszfatéhezés
esetén a PHR1 és a PHL1 a PDH2-t szintén indukalja. Az NCED3 , mint az ABA szintézis kulcsgénje is
indukalodik a foszfatéhezés alatt, a termel6dé ABA pedig gatolja a ndvény névekedését. Ebben a
reakcioutban is elképzelhet6, hogy az altalunk azonositott MYB30 és IDD-5 transzkripciods faktorok is részt
vesznek. A foszfatéhezési valaszreakciok és a P5CS1 indukcidja egyarant legalabb részben fényfliggé
folyamatok.
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OSSZEFOGLALAS

A novények, helyhez kotott életmddjuknak kdszdnhetéen ki vannak szolgaltatva a
kornyezeti valtozasoknak, melyek akar hatranyosan is befolyasolhatjak ndvekedéstiket,
fejlédésliket, és szaporodasukat. Ezekre a stresszfolyamatokra valaszul a noévények
szadmtalan jelatviteli-,és anyagcsereutat fejlesztettek ki, ezeket komplex szabalyoz6 utak
iranyitjak és segitségukkel meérsékelni tudjak karosodasukat. A stresszindukalt
metabolitok kozul az egyik legfontosabb a szabad prolin. Szdmos tanulmanyban
kimutattak, hogy felhalmozddik sé-, szarazsagstressz, nehézfémek, és egyes patogének
indukaljak felhalmozodasat. A novényi védekezésben betdltott szerepe sokrétl lehet:
hathat ozmoprotektansként, szerepet jatszhat enzimek és sejtstuktarak stabilizalasaban,
reaktiv oxigén formak kioltasdban és a redox egyensuly fenntartdsaban. Ezeken felll a
prolin fontos szerepet jatszik a ndvény fejlddésének szabalyozasaban, a viragzasban, az
embrio és a levél kialakulasdban is. A prolin mennyiségét a bioszintézis és a lebontas
kozotti egyensuly hatarozza meg. A bioszintézis a glutaminsav utvonalon keresztil zajlik,
és kulcsenzime a pirrolin-5-karboxilat szintaz (P5CS). Ennek Arabidopsisban két
izoformaja ismert, a haztartasi génként mikdédé P5CS2 és a stresszindukalt P5CS1.
Doktori munkdm soran célul tlztem ki, hogy olyan, eddig még le nem irt P5CS1
promaterrel kdlcsonhatd transzkripcios faktorokat keressek, amelyek kodzelebb visznek
minket a stresszindukalt prolinszintézis és annak egyéb vonatkozasainak pontosabb
megértéséhez. Eleszté egy-hibrid kisérletben kélcsénhatd parterként toébbek kozott a
foszfatéhezés kulcsregulatora(i)ként ismert PHR1 (Phosphate Starvation Response-1) és
PHL1 (Phosphate Starvation Response-1 Like) transzkripcids faktorokat is eredményul
kaptam. A foszfatéhezéskor betoltétt szereplik mellett ezekrél a transzkripcids faktorokrol
ismert, hogy szerepet jatszanak a kén, a vas és a cink transzportjanak szabalyozasaban
is. A PHL1 indukci6jat kimutattak so-, és ozmotikus stressz kdvetkeztében is, valamint a
PHR1 és a PHL1 szabalyozoédhat a stressz hormon ABA jelatviteli uton keresztil, és a
P5CS1-hez hasonléan a fény meghatarozé szerepet jatszik aktivalédasukban.
Dolgozatomban Electromobility Shift Assay (EMSA) és Kromatin Immunoprecipitacié
ChIP kisérletekkel bizonyitottam az éleszté egy hibdrid rendszer eredményeit,

megallapitottam, hogy az E. coli-ban termeltetett PHR1 és PHL1 fehérjék szelektiven
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képesek kotédni a P1BS helyet tartalmazé P5CS1 prométer fragmenthez és ez a kotés a
PHR1 esetén kisebb fehérjekoncentracid mellett képes létrejonni. A ChIP kisérletben
pedig a HA-epitop taggelt phrl-HA ndévényekben kimutattam, hogy a P1BS-t tartalmazo
promoéter fragment az immunoprecipitaciot kdvetd polimeraz lancreakcio soran feldisul a
kotéhelyet nem tartalmazd fragmentekhez képest. Ezt kdvetden tanulmanyoztuk a
foszfatéhezeés tlneteit vad tipust €s mutans Arabidopsis vonalakban is, mind élettani,
mind molekularis biologia szempontokbdl. Elséként az Arabidopsis Columbia 0 (Col0)
Okotipus viselkedését tanulmanyoztam foszfatéhezés alatt. Itt talalkoztunk az irodalombal
mar jol ismert foszfatéhezés élettani reakcidval, mint a fé6gyokér ndvekedés gatlasa, a
megnovekedett oldalgyokér-képzdédés, a hajtds novekedésgatlasa €és antocian
felhnalmozodas. A gyokérben p5csl-gfp konstrukcié segitségével nyomon kovettik az
enzim mennyiségi és térbeli valtozasat is, és azt tapasztaltuk, hogy mig kontroll
korilmények kdzott egyedil a fégyokér csucsabdl sikerilt detektalni GFP jelet, addig az
€éheztetett ndévényben a fégyokér csucsaban a jel elhalvanyul, és az oldalgydkerek
eredésénél, valamint azok gyodkércsucsaban valik kifejezetté. Medgfigyeltik, hogy
foszfatéheztetés sordn a vad tipust Arabidopsis a kontrollhoz képest négyszeres
mennyiségben termel prolint és emog6tt a P5SCS1 indukcidja all. Génexpresszids szinten
eltérést mutatott még a prolin degradacidjaért felelés ProDH2 enzim is, amely a P5CS1-
hez hasonldéan indukalédott.A indukcié mértéke hajtasban enyhébb, gyokérben er6sebb
volt, mint azt a P5CS1-nél tapasztalhattuk. A foszfatéhezés jellemzé molekularis markere
az IPS1 gén, expresszidja a mi esetinkben a 14 nap utan a kontrollhoz képest
tobbezerszeresére nétt. A foszfatéhezéssel jard karosodasokra utal a novényekben mért
megemelkedett lipid-peroxidacié valamint H,O, szint is. Megvizsgaltuk a phrl, phll és
phrlphll mutansokban is a foszfatéhezés tuneteit. Kontrol kérilmények kodzott a vad
tipusu Columbidhoz hasonldéan noévekedtek, de foszfatéhezés hatasara a szimpla mutans
phrl és kilénésen a dupla phrlphll mutans szignifikansan visszamaradtak a
ndévekedésben, és mindharom mutansban megfigyelhetd volt a levelek fakulasa is,
amivel a vad tipusban egyaltalan nem talalkoztunk. A prolin termel6dést is megvizsgaltuk
ezekben a mutans novényekben foszfatéheztetés alatt, és ennek szintje 50%-kal
elmaradt a vad tipushoz képest. Ezzel egybevagnak génexpresszidos megfigyeléseink is,

melyekben ezek a mutansok alig mutattak P5CS1 indukciot, azonban a ProDH2
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indukcioja hajtasban magasabb, mig gyokérben jéval alacsonyabb volt, mint a vad
tipusban. Mivel mind a stresszindukalt prolinszintézis, mind a foszfatéhezés muikddhet
abszcizinsav-fuggd utvonalon, ebben az iranyban is végeztunk kisérleteket. Az ABA-
szintézisében gatolt aba2-3 mutansban foszfatéheztetés alatt csak minimalis
novekedésgatlast tapasztaltunk a kontrollhoz képest, ugyanakkor erre a vonalra volt a
leginkabb jellemzé a levelek fakulasa. A szabad prolin szintje csak minimalisan
emelkedett meg a konrtollhoz képest, és a P5CS1 indukcidja is jelentésen alulmaradt a
Columbia-nal mérheté értéknek. ABA jelatviteli utban karosodott mutansokat is
vizsgaltunk, ezek kozul az abi4-1 az aba2-3-hoz hasonléan viselkedett, mig az abi5-1 a
Columbianal tapasztalt értékekhez hasonlot mutatott. Azt, hogy a foszfatéhezésre
bekdvetkezd szabad prolin szintézisban legalabb részben az ABA-jelatviteli Gt is
szerepetjatszik az is igazolja, hogy €hezéskor az abszcizinsan bioszintézis
kulcsgénjének az NCED3-nak a haromszoros indukcidjat tapasztaltuk a kontrollhoz
képest. Valos ideji PCR-rel igazoltuk tovabba, azokat az irodalmi adatokat, melyek
szerint a PHR és PHL1 transzkripcios faktorok expresszi6ja nem valtozik a foszfatéhezés
sorén, illetve azt is, hogy a névények foszfatéhezésre mutatott fenotipusa elképzelhetd,
hogy valamilyen szinten kapcsolatban allhat a szeneszcencia folyamataval. A prolin
szerepét a foszfatéhezés alatt p5csl-1, pdhl-4 és pdh2-2 mutdnsokkal teszteltiik foszfat
jelenlétében, illetve hianyaban. Ezek rozettandvekedése hasonl6é volt a vad tipuséhoz
normal és Pi- taptalajon is. Ezen vonalak gydkérndvekedése Pi+ taptalajon hasonlé volt a
vad tipushoz, foszfathidanyos taptalajon pedig a a pdhl-4 és pdh2-2 a Columbidhoz
hasonlé gyokérhosszt mutatott, mig a p5csl-1 gyokerei kissé, bar szignifikansan
révidebbnek bizonyultak. Kisérleti rendszeriinkben a hozzaadott prolin nem segitett a
novéenyekben a foszfatéhezées okozta karosodasok enyhitésében.

Disszertaciomban bemutattam, hogy az éleszté egy-hibrid rendszerben talalt
interaktorok mind beleilleszthetok a prolinszintézis szabalyozasanak rendkivul 6sszetett
halozataba. A MYB30 és az IDD5 transzkripcios faktorok az ABA jelatviteli uttal allnak
kapcsolatban, mig a BOA mikodése a P5CS1-hez hasonléan a cirkadian ora altal
szabalyozott, mig a Mustang egy olyan domesztikalédott transzpozon, amely a
klorofillszintézisben és a szénhidratanyagcsere szabalyozasaban jatszik szerepet.

Kimutattam, hogy a foszfatéhezés, amely napjaink mezégazdasagaban egy aktualis

97



probléma egyike azoknak a stresszformaknak, amelyben felhalmozodik a prolin, igy
igyekezvén elkerilini a karosodast, és ez az indukcié legalabb részben abszcizinsav
fuggd utvonalon zajlik. Irodalmi adatokbdl valdszinisithetd, hogy mivel mind a P5CS1
mind a PHR1(PHL1) aktivaladsaban esszencialis szerepet tolt be a fény, talan ez az a
pont, ahol a két Utvonal a névényben talalkozik, igy a tovabbi munkak ebben az iranyban

igéretesnek eredményekkel kecsegtetnek.
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SUMMARY

Plants as sessile organisms are constantly exposed to various environmental factors,
which may have deleterious effects on their growth, development and reproduction. Plant
have developed multiple protective mechanisms including highly regulated metabolic and
signalling patways to cope with these stresses and diminish the damages. Proline (Pro) is
one of the most common among stress induced metabolites. Proline is known to
accumulate to high levels in numerous plant species at low water potential caused by
drought and salinity. Several reports also describe proline accumulation in response to
other types of stress eg. heavy metals oxidative agents, or certain pathogens. Different
protective functions were attributed to Pro, suggesting that it acts as osmoprotectant,
stabilizing cellular structures and enzymes and scavenging reactive oxygen species, and
maintains redox equilibrium in adverse conditions. Besides functioning as a stress
metabolit, proline plays role in the regulation of plant development, including flowering,
pollen, embryo, and leaf development. The level of proline content is determined by the
balance between its biosynthesis and degradation.

The Glu-derived pathway is the most important for Pro biosynthesis in plants and the
whole process is controlled by the first and rate-limiting step, mediated by the feedback
regulated P5CS enzyme, which in model plant Arabidopsis (Arabidopsis thaliana) is
encoded by two genes, P5CS1 and P5CS2. The P5CS2 acts as a housekeeping gene,
and the P5CSL1 is responsible for stress induced proline biosynthesis. The aim of my PhD
works was to find a transcription factor as yet non-described interactor of P5CS1, to gain
new aspects to stress induced proline production. In Yeast 1-Hybrid experiments
emerged PHR1 and PHL1 the two main regulators of the phosphate starvation response
as putative interactors of P5CS1 promoter. Besides the phosphate starvation response
the PHR1 plays role in the regulation of sulfur, zinc and ferrous transport and the
induction of PHL1 has been shown as a result of salt and osmotic stress. Both
transcription factors can be regulated by ABA-dependent pathways, and light proved to
be essential for their activity. In my thesis | validated the results of the Y1H assay with
EMSA and Chromatine Immunoprecipitation. | showed, that purified PHR1 and PHL1
proteins can selectively bind to P5CS1 promoter fragment, if it contains the P1BS site
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(GAATATTC) and PHR1 showed higher affinity to the binding site than PHLL1. In the ChIP
experiment with phrl-HA construct | showed the enrichment of the P1BS containing
P5CS1 promoter fragment in real time PCR subsequent to immunoprecipitation. | studied
the symptoms of phosphate starvation on wild type and mutant Arabidopsis thaliana lines
both at physiological and molecular levels. In case of Columbia after 14 days of
phosphate starvation the growth inhibition of the main root and the increased lateral root
formation was clearly visible. The inhibition of the shoot growth and the increased
anthocyanine accumulation was also typical response to phosphate starvation. To study
spatial changes in P5CS1 protein levels during phosphate starvation, fluorescence of the
GFP-tagged P5CS1 was monitored in transgenic Arabidopsis plants harboring the
genomic P5CS1-GFP gene fusion. GFP derived fluorescence in roots of transgenic
plants was weak and was detectable only close to the root tips of plants cultured on
standard medium. GFP-derived fluorescence was, however, well visible in P5CS1-GFP
plants on plates lacking phosphate. Enhanced fluorescence was detectable in root
elongation zone as early as 4 days after transfer to phosphate-deprived medium, when
other phenotypic alterations were not yet visible. Root proliferation is a characteristic
developmental response of phosphate-starved plants, which facilitates phosphate uptake
from Pi deficient soils. GFP-derived fluorescence was strong in proliferating lateral roots
also, which was typical in plants after 7 days or longer phosphate starvation. Phosphate
deprivation in our experimental system caused accumulation of hydrogen peroxide,
enhanced lipid peroxidation, and more than one-thousand-fold induction of induced by
phosphate starvationl (IPS1) gene, known to be responsive to phosphate starvation. In
the free proline level a 4 fold increase can be found in phosphate starving plants
compared to the controls. Expression of genes that are known to control proline
metabolism was considerably altered by phosphate starvation. P5CS1 expression
increased 3- to 5-fold, while PDH2 expression was enhanced by 4- to 6-fold in shoots
and roots under phosphate starvation.

To test the role of PHR1 and PHL1 factors in regulation of proline metabolism, and in the
effects of phosphate deprivation, phrl, phll, and phrlphll double mutants were
compared to wild-type plants under phosphate starvation. Rosette growth of phrl, phil,
and phrlphll mutants was similar to wild-type plants in standard, phosphate-containing
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medium, while in the absence of phosphate, phrl and phriphll mutants were
significantly smaller than wild-type. Proline levels in these mutants were similar to wild-
type plants in standard culture conditions but were 50% lower than in Col-0 plants during
phosphate starvation In our experimental system, phosphate deprivation reduced growth
of wild-type Arabidopsis plants by nearly 50%. Gene expression experiments showed
that these phosphate starvation factor mutants hardly showed induction of P5CS1,
adversely the PDH2 proved to be more induced in the shoots, less in the roots compared
to the wild type. The stress induced proline production is known to be at least partly ABA
dependent, we carried out experiments to clarify the importance of this hormone in case
of phosphate starvation. Proline content and transcript levels of proline metabolic genes
were tested in the aba2-3 mutant, in which ABA biosynthesis is blocked and in abi4-1 and
abi5-1 mutants, in which key ABA signaling pathways are impaired. While phosphate
deprivation enhanced free proline content three to four times in wild-type plants and in
the abi5-1 mutant, it was only slightly increased in the phosphate-starved aba2-3 in abi4-
1 mutants When compared to wild-type plants, Pi starvation dependent activation of
P5CS1 was reduced by 50% in aba2-3 and in abi4-1 mutants, while it was less affected
in shoots and more reduced in roots of abi5-1. It was striking, that the aba2-3 line showed
just a minimal inhibition of shoot growth but the bleaching of the leaves was more visible.
Expression of PDH2 was not affected in shoots of these mutants, while in roots of abi4-1
and abi5-1 it was higher and lower than wild type, respectively. ABA biosynthesis is
controlled by the drought-induced NCED3 and its induced expression during phosphate
starvation also strengthen that the ABA at least partly plays role in phosphate starvation
signalling. With real time PCR we validated that PHR1 and PHL1 do not show induction
upon phosphate starvation and the effects of phosphate starvation can therefore be
associated with senescence-related processes.. The role of the proline in case of
phosphate deprivation was tested with p5csl-1, pdhl-4 és pdh2-2 both phosphate
containing and lacking media. These plants showed similar shoot and root growth as the
wild type in presence of phosphate, but on phosphate lacking media de p5csl-1 line
showed slightly but significantly inhibited root growth. In our experimental system, the

exogenously applied proline did alleviated the phophate starvation caused damages.
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In my PhD thesis | showed that the interactors from the Y1H experiments can all
be fit into the complex network of stress induced proline synthesis. The MYB30 and IDD5
by a direct on indirect way are connected with the ABA signalling, the work of BOA —as in
the case of P5CS1-is connected with the circadian clock, and the Mustang plays role in
chlorophyll synthesis and carbohydrate metabolism. | showed that phosphate starvation
as one of the major problem of these days agriculture is also a type of stress that
provokes proline accumulation and this process at least partly is proceeds in ABA-
dependent pathway. Recent studeid showed that light —and the HY5 transcription factor-
plays cricial role in the activation of both P5CS1 and PHR1 and suggests the this can be

a kind of connection between these two processes.
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