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BEVEZETES

24 ¢6ras gyakorisaggal ismétlddd folyamatok szinte minden élélényben megfigyelhetdek.
Ezek a periodikusan valtozd folyamatok allandé kornyezeti koriilmények kozott is
fennmaradnak napokig vagy akar hetekig, mivel egy belsd ritmusgenerald rendszer, a
cirkadian ora fenntartja 6ket. A ritmus a kdrnyezetlinkben tapasztalhat6é nappal/éjjel ciklushoz

kornyezeti jelek segitségével igazodik.

Az oOra Osszhangja a kiils6 kornyezeti id6vel adaptiv eldnyt jelent az élolények szamara,
segitségével a metabolikus és fiziologiai folyamataikat megfeleléen tudjak iddéziteni a nap
folyaman. A kétszikli Arabidopsis thaliana a laboratériumi vizsgalatok soran gyakran
hasznalt modell névény. Ebben a ndvényben a megfelelden beallitott cirkadian ora hozzajarul
a klorofill tartalom novekedéséhez, a fotoszintetikus szén fixalads hatékonyabba tételéhez,
ezaltal a gyorsabb novekedéshez €s nagyobb biomassza termeléséhez is. A cirkadian ora
kolesonhat a stressz és a hormon jelatviteli utakkal is. A vegetativ novekedés sordn az oOra
nemcsak a kiilsé fényjelekre, hanem a homérsékletvaltozasra €s a stresszre adott valaszokat is

szabalyozza.

A cirkadian ora szerepét a novények novekedésének és fejlodésének szabalyozasdban mi
sem bizonyitja jobban, mint az, hogy milyen fontos szerepe van a napszakos valtozdsoknak
olyan hosszi tavi folyamatokban, mint az egyes szervek fejlédése, vagy a szezondlis
valtozasok. Az ora szerepe egy folyamaton beliil is tobbszintli lehet. Kivalo példdja ennek a
viragzas fotoperiodikus szabalyozdsa. Az oOra szerepe a stressz-valaszok €s az anyagcsere
szabalyozasaban, a csirdzasi képesség befolyasoldsaban, a ndvekedés ¢és virdgzas
szabalyozasaban sokkal fontosabb lehet, mint korabban gondoltuk. Az 6ra altal szabalyozott
folyamatok modellje egyre bonyolultabba és komplexebbé valik, amint 6sszegezni probaljuk
a kiilsé kornyezeti jelekre adott parhuzamos valaszokat és az egyes ora komponensek

kiilonb6z6 valaszokban betdltott tobbrétli szerepét.

Munkénk soran a LIGHT INSENSITIVE PERIOD 1 (LIP1) vizsgélataval foglalkoztunk,
ami tobb kiilonféle életfolyamatban is részt vesz. A LIP1 szerepet jatszik a cirkadian ora és a
fotomorfogenikus folyamatok szabalyozasdban, az endoreduplikacio befolyasolasdban ¢és

bizonyos stressz folyamatokban is.



SZAKIRODALMI ATTEKINTES

Cirkadian ritmusok

Alapfogalmak, mérési modszerek

A Fold tengely koriili forgasanak kovetkeztében napszakos valtozasok figyelhetéek meg
bizonyos kornyezeti tényezdk esetében. Ilyen példaul a hémérséklet és a fényviszonyok
ciklikus véaltozédsa a nap folyaman. Az evoluci6 sordn az ¢€lélények alkalmazkodni kezdtek
ezekhez a napszakosan valtozd korliilményekhez, megtanultak idOben felkésziilni a
periodikusan bekovetkezd valtozasra. Ez az alkalmazkodd képesség teszi lehetdvé, hogy a
kornyezeti jelek érzékelésével, illetve az azokban bekovetkezd valtozasok eldre jelzésével az
¢lélények a legmegfelelobb iddpontra tudjak idéziteni belsd folyamataikat. A kiilsé idd
érzékelése ¢és az ezzel vald szinkronizdcids képesség egyarant az un. ,belsd oOranak”
koszonhetd, amely méri a kiilsd 1d6t és ugyanakkor egy belsd, hozzavetdlegesen 24 oras
ritmust is general (Bell-Pedersen és mtsai, 2005). A cirkadian ritmusok napi rendszerességgel
ismétlédnek (latin circa diem, egy nap koriili). Cirkadian szabalyozas alatt all az emberi
alvas/ébrenlét ciklus, de a testhdmérséklet és a vérnyomas is. Cirkadian ritmusok szinte
minden, az ¢&jszakdk ¢és nappalok valtakozasanak kitett ¢l6lényben megfigyelhetok az

egysejtiektdl a gombakon at, egészen a novényekig és a gerincesekig (Dunlap, 1999).
A cirkadian ritmus jellemz6 valtozoi Roenneberg és Merrow (2001) szerint:

- a kiils6 kornyezeti jelek hidnyaban is fennmarado ritmus (jelen esetben a szinusz gérbének

megfeleld oszcillacid);

- a 24 6ras periodus (egy teljes ritmikus ciklus iddtartama, egy jelenség ismétlddési

gyakorisaga);

- a kellen erételjes amplitud6 (a szinusz gérbe minimuma ¢és maximuma kozti kiilonbség),

ami a kimeneti jelek fenntartasahoz sziikséges;
- a ritmus Onfenntart6 képessége;

- a homérséklet kompenzacido (bizonyos homérséklet-tartomanyon belill az 6ra képes
kompenzalni a hdmérsékletingadozast, igy a szabadon fut6 ritmus periddusa €s erdteljessége

nem valtozik);

- a beallithatdsag (a ritmus kiils6 24 o6rés ciklushoz val6 egyeztethetdségének képessége).
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1. abra. Cirkadiin ritmusok jellemzo paraméterei

Az abran cirkadin ora dltal szabélyozott folyamatok mérhetd tulajdonsagai lathatoak. A beallito fényviszonyokat
a fekete és fehér szakaszok jelolik az x tengelyen. Valtozatlan fényviszonyok kozott a szubjektiv ¢jszaka és nappal
fogalmaval azt fejezziikk ki, hogy mikor kivetkezne a bedllitd fény/sotét valtasoknak megfeleld napszak.
Kisérleteink soran az utolso beallito nappal kezdetétdl szamitjuk az eltelt id6t. Periodusnak nevezziik két egymast
kdvetd minimum vagy maximum pont idébeli tavolsagat. A minimum ¢és maximum értek kozott kitérés az
amplitudo. A ritmus fazisa azt mutatja meg, hogy a cirkadian cikluson beliil hol tartézkodik a rendszer egy adott
vonatkoztatdsi ponthoz képest. Ezt rendszerint a gorbe csicsidejének ¢s a viszonyitasi idépontnak a

kiilonbs¢geként adjuk meg.

A cirkadian ritmus legfontosabb paramétereit az 1. dbra mutatja be. Ha egy cirkadidn
tulajdonsag kifejez6dését az i1dé fliggvényében abrazoljuk, akkor a periddust a gorbe két
azonos pontjanak (pl. az egymast kovetd csucsoknak) idobeli tavolsaga adja meg. Ha csokken
a tavolsag, akkor a periodus rovidebb lesz, ha n6, akkor hosszabb. A szabadon futé cirkadian
ritmusok periddusa altalaban 24 6ra. A ritmus fazisa azt mutatja meg, hogy a cirkadian
cikluson beliil hol tartézkodik a rendszer egy valasztott vonatkoztatasi ponthoz képest. A
ritmust erdteljesnek mondjuk, ha a kitérések nem valtoznak szamottevOen az egymast kovetd
ciklusok soran. Szubjektiv éjszakaként vagy nappalként tiintetjiik fel a allandé koriilmények
kozott a beallitd fény/sotét ciklusoknak megfeleld idészakokat. Ezzel azt fejezziik ki, hogy
ekkor kovetkezne a megfeleld napszak. Kisérleteink soran az utolsé beallitdo nappal kezdetétdl
szamitjuk az eltelt idot. A cirkadian 6ra miikddése a legkdnnyebben gy kovetheté nyomon,
ha egy éltala vezérelt gén promoterét a szentjanosbogar luciferdz (LUC) génjéhez fuzionaljuk
(Somers ¢és mtsai, 1998a). A luciferdz reakciot fénykibocsatas kiséri, a modszerrel a

génkifejezodés cirkadian ritmusa hosszu ideig mérhetd €16 novényben is.

A cirkadian orat be lehet allitani révid fénypulzussal is. Attdl fliggden, hogy az 6ra milyen

fazisban tart éppen, ez késést vagy sietést okoz. Az 6ra a nap egy részében szinte teljesen
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érzéketlen a bedllitdo fényjelekre, a legnagyobb faziscsuszasokat pedig a szubjektiv ¢jszaka
kozepén lehet kivaltani. Ha a szabadon fut6 rendszert kiilonb6z6 idépontokban adott azonos
erdsségli ¢és idotartamu fénypulzusokkal allitjuk be, és a mért faziscsuszasokat az adott
fénypulzusok idejének fiiggvényében abrazoljuk, megkapjuk az adott mindségii €s intenzitast
fénypulzusra adott fazisvalasz gorbéjét (PRC, Phase Response Curve) (Johnson, 1992) (2.
abra A).

Szabadon fut6 koriilmények kozott a periddus a legtobb éldlényben fligg az alkalmazott
fény erdsségétdl (Aschoff, 1979). Novényeknél minél erésebb a fény, annal rovidebb a
periddus. A periodus fényerdsségtol valo fiiggését a fényerdsség-fiiggés gorbe (FRC, Fluence
Rate Curve) segitségével vizsgalhatjuk. Az azonos moddon beallitott novényeket eltérd
erdsségli allandd monokromatikus fénybe helyezziik 96-120 orara, majd a periodushosszt
mérjiik és az alkalmazott fényerdsség tizes alapu logaritmusanak fliggvényében abrazoljuk (2.

abra B).

A B
=
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w 2 n
53 N\ 1 g
9 + =
- @
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2 A
0 12 24
A fénypulzus ideje (6ra) Fényerosség logaritmusa

2. abra. Afény hatisa a cirkadian 6rira

Az ora beallitasanak alapja, hogy egy kozponti oraelem miikodését egy fénypulzus ideiglenesen meg tudja
valtoztatni. Attol fiiggben, hogy a pulzus milyen fazisban éri az orat, sietést vagy késést valtki.

(A) A sietéseknek ¢és késéseknek a fénypulzus idejének fiiggvényében valo abrazolasaval kapjuk a fazisvalasz
gorbét (PRC, Phase Response Curve). Erds pulzusokkal nagyobb faziscsuszasokat lehet kivaltani, mint
gyengebbekkel.

(B) Az allando koriilmenyek kozott kialakulo periodust az alkalmazott fényerosseég tizes alapt logaritmusanak
fliggvényében dbrazolva kapjuk a fényerosség-fliggés gorbét (FRC, Fluence Rate Curve). Az abrazolt egyenesek

eltérd meredeksége az ora megvaltozott fényérzékenységére utald példa.
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A novényi cirkadian 6ra modellje

A cirkadidn ora koriilbeliil a gének 10-16%-anak transzkripcidjat szabalyozza
Arabidopsisban (Covington és mtsai, 2008). A cirkadian 6ra altal generalt ritmus abban
kiilonbozik a kiilsé kornyezeti jelekre adott valaszoktol, hogy allando koriilmények (allandd
fény vagy sotétség) kozott is fennmarad. A cirkadidn ritmusok kornyezeti jelekkel a nappal-
¢jjel ciklusokhoz igazithatoak. Ilyen kornyezeti jelek példaul a valtozd homérsékleti és
fényviszonyok hajnalban ¢és sziirkiiletkor, bar a beallité kdrnyezeti jelek mas idopontokban is

hatasosak lehetnek.

A ndvényi cirkadidn ora altal szabalyozott folyamat példaul a levelek és a sziklevelek
napszakos mozgéasa, a kloroplasztiszok sejten beliili rendezddése, a szik alatti szar
megnyuldsanak napszak-fliggése, a gazcserenyilasok nyitdsa-zardsa és a viragzas
fotoperiodikus szabalyozasa (Yakir é¢s mtsai, 2007). Belso oszcillacié figyelheté meg gének
kifejezddési mintazataban, fehérjék kifejez6désében, a nukleocitoplazmikus eloszlasban, de

egyes fehérjék foszforilaltsdgi mintdzataban is (McClung, 2006).
A cirkadian ora felépitése

Leegyszerusitve a ndvényi cirkadidn o6ra harom {6 alkotorészbdl épiil fel (3. abra): az elsd
a bemeneti rész, ami a kornyezeti jeleket érzékeli €s tovabbitja az 6ra felé, a masodik a
kozponti 6ra (oszcillator), ami a ritmust generalja, a harmadik pedig a kimeneti rész, ami az
oszcillatort a kiilonféle biologiai folyamatokkal koti 6ssze. A kdzponti ora és a kimeneti rész
egyarant visszahatnak a bemeneti részre, illetve a kimeneti részt is kdzvetleniil
szabalyozhatjadk a beérkezd kornyezeti jelek (Mas, 2008). A kodzponti ora elemeit kodolod
gének cirkadidn ritmusban fejezddnek ki, és a jelenleg elfogadott modell szerint hdrom

pozitiv/negativ visszacsatolason alapul6 kort alkotnak.
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3.4bra. Acirkadidn éravizlatos felépitése

A cirkadian 6rat harom egységre bonthatjuk. A kézponti ora (oszcilldtor), amely a kdrnyezettél fliggetleniil képes
ismétlédé mintazat 1étrehozasara. Azonban fontos, hogy a belso ritmus a kiilsé, természetes ritmussal
osszhangban legyen. Az 6rabeallitist naponta a kdrnyezeti jeleket érzékeld molekulak és a hozzajuk kapesolodo
jelatviteli elemek kézponti 6rdhoz vald csatolasa teszi lehetove (bemenet). Az ordt sokféle kornyezeti jellel be
lehet allitani, de a két legfontosabb a fény és a homérséklet. A létrehozott ismétlédo mintazat a kimeneti jelatviteli
utakon keresztiil nyilvanul meg kiilonféle ¢lettani folyamatokban, amelyek gén, illetve szerv szinten is

megfigyelhetok. Az abra eredeti verzioja Mas (2008) 6sszefoglalo cikkébol szarmazik.

A kozponti ora

A jelenleg elfogadott modell szerint Arabidopsisban a kozponti 6ra harom
visszacsatolason alapuld korbdl épiil fel (McWatters és Devlin, 2011) (4. abra). Az els6
korben a CIRCADIAN CLOCK ASSOCIATED 1 (CCAl) és a LATE ELONGATED
HYPOCOTYL (LHY) MYB-tipusu transzkripcios faktorok gatoljak a TIMING OF CAB 1
(TOC1), vagy mas néven PSEUDO RESPONSE REGULATOR 1 (PRRI) gén kifejez0dését
(Alabadi és mtsai, 2001). A PSEUDO RESPONSE REGULATOR géncsalad tagjai cirkadian
ritmus szerint fejezOdnek ki (Nakamichi és mtsai, 2005), 2-3 oras késéssel érik el a
maximumot egymas utan a nap folyaman, mégpedig ugy, hogy a PRR9 az els6 a nap reggelén
¢s a TOC1 az utols6 az este folyaman elért maximalis kifejezddéssel. A CCAI és LHY mRNS
kifejez6désének maximuma a nap kezdetén figyelheté meg, mig a TOC! kifejez6désének
maximuma az esti orakra tehetd. A nap folyaman a CCALl és az LHY foszforilaloédnak, majd
az igy modosult fehérjék lebomlanak. Ez a TOCI kifejez8dés gatlasanak feloldasahoz vezet a
délutan folyamdn, az igy emelkedé TOCI fehérje szint pedig a CCAI és LHY gének
kifejezodésének serkentésében fog szerepet jatszani (McWatters és Devlin, 2011). A CCA1 és
LHY olyan MYB-elem tartalmi DNS-koté fehérjék, amelyek a DNS-en az Un. esti elemet
(Evening Element, EE) (Harmer és mtsai, 2000; Alabadi és mtsai 2001) ismerik fel. Szerepiik
részben atfed: a két gén barmelyikének taltermelése minden vizsgélt ritmus megsziinését

(Wang ¢és Tobin, 1998), hianya a ritmusok periddusrovidiilését okozza (Green és Tobin, 1999;
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Mizoguchi és mtsai, 2002), egyiittes hidnyuk csaknem teljes aritmiaval jar (Ding és mtsali,
2007a). Kozvetleniil kotédnek a TOCI prométeréhez, €és gatoljak annak miikddését (Alabadi
és mtsai, 2001). A TOC1 komplexet képez egy TCP transzkripcios faktorral, a CCAl
HIKING EXPEDITION (CHE)-vel, ami a CCAI promoterhez kapcsolodik (Pruneda-Paz ¢€s
mtsai, 2009). A CHE és TOCI1 fehérjék kozvetlen kolcsonhatasban allnak egymassal ¢€s
ugyanazon szakaszhoz kétédnek a CCA 1 promoteren. A CHE feltehetéen azon mechanizmus
egyik fontos alkotoeleme, ami altal a TOC1 a CCA! kifejez8dését szabalyozza. Lehetséges,
hogy a TOC1 és a CHE antagonisztikus hatastiak a CCAI promoteréhez valo kotésben. A
CHE azonban az LHY promoteréhez nem képes kotni, igy ezen gén szabalyozasaban
feltehetéen mas TOCI1-kotd partnereknek lehet szerepe. A kdzponti szabalyozas egy masik
szintje lehet tovabba az, hogy a CCA1 és LHY képesek sajat maguk és egymas kifejez0dését
is gatolni (Schaffer és mtsai, 1998; Wang és Tobin,1998).

Matematikai modellek alapjan feltételezik egy un. X elem 1étét, amely serkentd hatassal
van a CCAI/LHY gének kifejezddésére. Az X elem szerepét részben a TOC1 és a CHE,
tovabba az EARLY FLOWERING 3 (ELF3) és/vagy az ELF4 molekuldk toltik be (Locke és
mtsai, 2005). ELF3 és ELF4 hianyaban a CCA1/LHY kifejezddése dramaian lecsokken (Doyle
és mtsai, 2002; Kikis és mtsai, 2005).

Az Un. reggeli szabalyozé hurkot két PSEUDO RESPONSE REGULATOR, a PRR7 és
PRRY, valamint az altaluk negativan szabalyozott CCAI és LHY alkotjadk. A CCAIl és LHY
fehérjék pedig kolesondsen serkentik a PRR7 és PRRY gének kifejezddését. A PRR-ek a
karboxi-végiikon egy CCT (CONSTANS, CONSTANS-LIKE, TOC1)-elemet hordoznak,
amelyen egy sejtmagi lokalizacids szignal is talalhat6 (Makino és mtsai, 2000). Az ilyen
molekulak nem kozvetleniil szabédlyozzédk az atirast, hanem feltehetéen segédfehérjéken
keresztiil (Ben-Naim és mtsai, 2006). A TOCI-hez hasonld gének mindegyikérdl kimutattak,
hogy koziik van a cirkadian 6rdhoz, noha az egyszeres mutansok cirkadian fenotipusa nem
jelentds. A tocl mutans révid periodusu fenotipust mutat (Sommers €s mtsai, 1998), a prr)
mutans szintén (Eriksson és mtsai, 2003), viszont a prr7 mutansnak gyakorlatilag nincsen
cirkadian fenotipusa (Nakamichi és mtsai, 2005), a prr9 mutins pedig hosszi peridodusu
fenotipust mutat (Eriksson és mtsai, 2003). A tobbszords mutansok sulyosabban sériiltek,
példaul a prr7 prr9 dupla mutans extrém hosszii periddusu, holott az egyszeres prr7
mutansnak nincs is cirkadidn fenotipusa. A legszélsdségesebb hatdsu a prr5 prr7 prr9

haromszoros mutans, amelyben megsziinik mindenféle ritmus (Nakamichi és mtsai, 2005).
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4. dibra. A nivényi cirkadign dra modellje

A jelenlepi modell szerint a kdzponti oszeillitor hinom, negativ visszacsatoldson alapmld szabdlyozdhmmakbdl &piil fel. A
regpeli hurkat a CIRCADIAN CLOCK REGULATED 1 (CCALl) és a LATE ELONGATED HYPOCOTYL {(LHY), két
MYB-tipusi fehérje s pénjei, valamint a PSEUDO RESPONSE REGULATOR 7 é&s 9 (PRR7.9) fehérjék és génjeik
alkotjik. A CCAV/LHY fehérjék kdzvetlenil serkentik a PRR7/Y gének atinddisit, a PRR-ek pedig kéovetett madon
gitoljik a CCAI/LHY géneket. A kbzponti hnrokban a TOC1 egy feltételezett X elemen keresziiil serkenti a CCAILHY
péneket, mip a CCAI/LHY fehérék kiovetleniil a TOCT promiteréher kapesnlddva pitnljdk annak miikadését Az X
elem szerepét részhen a CCA1 HIKING EXPEDITION (CHE) tihi he. A CHE kiizvetleniil kit a CCAJ promoterbez,
gitolva a CCA? kifejezBdését. A CHE kifejezddését a CCAl gitolja. A CHE és a TOCI kozti direkt febérje-fehéje
kdlestinhatis pedig ghtolja a CHE kiitddését a CC4  promdterhez. Az esti hurok ragjai a PRR-csalidba tartozd TIMING OF
CAB 1{TOC1}és ey Y elem, részhen a GIGANTEA (GI). Az Y ismereflen médon serkearti a TOCT gén kifejerhdését, mig
a TOC1 fehérje szintén ismeretlen madon pitolia az ¥ gént. A CCAL/LHY nemesak a TOC, hanem sz ¥, valamint sajét
pénjeik kifejezfidésére in ghtlh hathase]l vannak Az EARLY FLOWERING 3 (ELF3) és LUX ARRHYTHMO (LUX) az
esti hurok kamponensei és a PRR7 kifejezfidését pitoljdk. A TOC1 fehérje lebontisit a ZTL-SCF-E3 nbikvitin lipiz
komplex végzi, ezt a Gl és ZTL kozti fényfiiggs direkt kolestnhatis gitolja. A PRR3 a ZTL-lel antagonizila TOCI-hez
vald kitéshen. A PRRI &s TOC1 kizti kapesalatot foszforilicidok serkenti. A TOC1 kolcstinhatisa a PRRS-tel a TOCL
sejtmagi akkunldci6jét segiti. Az dbra eredeti verzidja Haydon és mtsai (2011) cikkébb] szirmazik.

A harmadik szabalyozo hurok az un. esti idézitésti hurok. Ennek lényeges komponense
egy ismeretlen Y elem, amelynek szerepe a TOCI gén kifejezddésének serkentése. Az Y

génrél matematikai modellek alapjan prediktalhatd, hogy mind a TOCI, mind pedig a
CCA1/LHY gatolja (Locke és mtsai, 2005). Az Y funkcidinak egy részéért a GIGANTEA
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(GI) lehet a felelds, feltehetden tovabbi, eddig ismeretlen, illetve nem bizonyitott faktorokkal
egyiitt (Locke és mtsai, 2005; Zeilinger és mtsai, 2006). A GI (Mizoguchi és mtsai, 2005) egy
nagyméretll sejtmagi fehérje, amely nem tartalmaz ismert fehérje motivumot. A G/ mRNS és
fehérje cirkadian modon fejezddik ki, kora esti maximummal (David és mtsai, 2006). A gi
mutans novényben az LHY és CCA1 gének kifejezédése erdsen csokkent, ami arra utal, hogy
a GI a megfeleld LHY és CCA1 szint kialakitasaban jatszik szerepet. A gi mutansok periddusa
rovidebb a vad tipusti novényekhez képest (Martin-Tryon és mtsai, 2007). A gi mutansban a

periodus fényerdsség-fliggése is kisebb mértékii, mint a vad tipusban (Park és mtsai, 1999).

Tobb olyan cirkadidn szabalyozo6 elem is ismert, amelyek nagy hatassal vannak az 6rara,
de nincsenek benne minden jelenleg elfogadott modellben. Ilyen példaul a LUX
ARRHYTHMO (LUX), amelynek hidnyaban teljes aritmia tapasztalhatdo (Hazen és mtsai,
2005b). A LUX egy MYB-szerti DNS-kot6 elemmel rendelkezd fehérje, amely sziikséges a
CCAI/LHY megfeleld szintjének kialakitdsahoz és a TOCI ritmusdnak kialakuldsdhoz. A
LUX a TOCI-hez hasonloan szabalyozddik, mivel a CCA1/LHY a promoterében levd esti
elemhez kotddve gatolja a kifejezddését. A REVILLEI (RVEI), CIRCADIANI (CIRI/RVE?2)
¢s EARLY PHYTOCHROME RESPONSIVEI (EPRI/RVE7) egy MYB traszkripcids géncsalad
tagjai, mely csaladba a CCAI és LHY is tartoznak (Kuno és mtsai, 2003; Yanhui és mtsai,
2006; Zhang és mtsai, 2007). Kifejez6dési mintazatuk a CCA1 és LHY-¢hoz hasonld, azonban
ugy tlinik csak a CIR1-nek van szerepe a kdzponti 6rdban, az EPR1 és RVEI az 6ra kimeneti
utvonalaival allnak Osszekottetésben. Az RVE1 0Osszefiiggésbe hozhatdé az auxin szint
cirkadian ritmusu modulacidjaval (Kuno és mtsai, 2003). A SPINDLY (SPY) fehérje, egy
acetil-gliilkdzamin transzferaz, kélcsonhat a GI-vel, és az ora sebességére van hatassal (Tseng
¢és mtsai, 2004). Szintén az Ora sebességét befolyasoljadk a TEJ, egy poli-(ADP-rib6z)-
glikohidroldz (Panda és mtsai, 2002) és a FIONA 1 (FIO1l), ami egy feltételezett

metiltranszferaz (Kim és mtsai, 2008).

Az oOragének atirodasanak szabalyozasan alapuld jelenlegi modell alapja az egyes
komponensek mRNS szintjének iddbeli valtozdsa. Az mRNS stabilitast és transzkripciot a
cirkadian ora és a fény altal szabalyozott jelatviteli utak egyarant befolyasoljak (Kim és mtsai,
2003). Azonban fontos szerepet tolt be az o6ra miikodésében az egyes komponensek
fehérjéinek poszt-transzlacidos szabdlyozasa is, ami egyarant hatdssal van a fehérjék
miikddésére és mennyiségére is. Sok oOrafehérje stabilitdsa a proteoszoma rendszer altal
szabalyozott. A folyamat soran a célfehérjét E3 ubiquitin ligazok ismerik fel és ubiquitinaljak,
majd a 26S proteoszoma bontja le dket. Az Skp/Cullin/F-box komplexek az E3 ubiquitin

ligazok egy specialis csoportjat képezik, ahol a szubsztrat-specificitas kiilonboz6 F-box
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fehérjék altal meghatarozott (Lechner és mitsai, 2006). A TOCI ¢és homologja a PRRS
proteoszoOma 4altali lebomlasa egy fényfliggd F-box fehérje, a ZEITLUPE (ZTL) altal
szabalyozott (Kiba és mtsai, 2007; Fujiwara és mtsai, 2008). A ZTL az éjszaka folyaman
FLAVIN BINDING KELCH F-BOX 1 (FKF1) és a LOV KELCH PROTEIN 2 (LKP2)
szintén kolcsonhatnak a TOC1-gyel (Mas és mtsai, 2003). Ugyanakkor a ZTL ¢és a GI kozott
fényfliggd kapcsolat van, ami a GI fehérje szintet stabilizalja a nap folyaman (Kim és mtsai,
2007). Ez a kolcsonhatas gatolja a ZTL és a TOCI1 kozti interakciot. A TOC]1 stabilizalasat
szolgalja tovabba, hogy komplexet képez a PRR3 fehérjével. Ez meggatolja a ZTL-lel valod
kolcsonhatast az éjszaka kezdetekor (Para és mtsai, 2007). Lathat6, hogy a TOCI1 fehérje
lebontasa Osszetett folyamat, amelyben szerepet jatszik a ZTL, a GI és a PRR3. Mas
orafehérjék szabalyozott lebontésa is megfigyelhet6. A PRR3, PRR7 és PRRO fehérjék szintje
is az oOra altal szabalyozott, de ez a ZTL-tdl fiiggetlen (Farré és Kay, 2007; Ito és mtsai, 2007;

Fujiwara és mtsai, 2008).

A fehérje foszforillacid szintén egy olyan folyamat, ami az 6rakomponensek aktivitasat és
mennyiségét befolyasolja. A CASEIN KINASE 2 (CK2) 2 a és 2 B-alegységbdl épiil fel. A
CKB3 B-alegység a CCAl-et képes foszforilalni és ezaltal annak homodimer-képzd, és DNS-
kotd képességét is szabalyozni (Daniel és mtsai, 2004). A CKB4 alegység foszforillacidjat és
mintdzat megfigyelhetd tovabba a PRR csaldd mar emlitett tagjainal is (Farré és Kay, 2007,
Fujiwara ¢s mtsai, 2008). A TOCI ¢és a PRR3 foszforildlt formai megnovekedett
kolcsonhatasi hajlamot mutatnak egymadssal. Ez arra utal, hogy a TOCI stabilitasanak
szabalyozasaban foszforilaltsagi allapotuknak fontos szerepe van és igy kompeticio alakul ki,

tekintve, hogy a ZTL-el vagy a PRR3-mal hat kdleson a TOC1 (Fujiwara és mtsai, 2008).
A bemeneti oldal elemei

A cirkadidn ritmusok periodusa nem pontosan 24 oOra, ezért az elcsuszas elkeriilése
érdekében az oOrat naponta hozza kell igazitani a kiilsé id6hoz. A beallitast kdrnyezeti
tényezOk (elsOsorban a fény ¢és a homérséklet) valtozasa valtja ki. A valtozast erre
specializalddott molekuldk érzékelik és forditjak at biokémiai jelekre. Az érzékeld molekuldk
a jelet ezutan a hozzajuk kapcsolt jelatviteli haldzaton keresztiil juttatjdk el a kdzponti 6rdhoz.
A jel az orafehérjék szintjét vagy miikddését valtoztatja meg, mintegy finomhangolva ezzel a

cirkadian orat.
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A fényérzékelés

A cirkadian 6rat a fény nem a fotoszintézis fényelnyeld €s energiaatalakitdo rendszerén,
hanem specidlis érzékeld fehérjéken keresztiil szabédlyozza. A fényérzékeld molekulakat,
melyeken keresztiil a fény a cirkadian orat eléri, az altaluk elnyelt fény hullamhossza alapjan

harom nagy csoportba oszthatjuk:

1. A vords/tavoli voros fényt érzékeld fitokromok (Nagy és Schaefer, 2002)
2. Az UV-A és kék tartomanyban elnyeld kriptokromok (Lin, 2002)

¢és a ZTL csalad tagjai (Demarsy és Fankhauser, 2009)
3. UV-B fényérzékelé molekulak (Fehér és mtsai, 2011).

A fitokrémokat Arabidopsisban 6t gén kodolja, a PHYA, -B, -C, -D és —E (Nagy ¢és
Schaefer, 2002). Az egyes gének altal kodolt fehérjek nagyfokt homologiat mutatnak. A
magasabbrendii ndvényekben talalhato fitokromok két ~125 kDa molekulastlyt fehérje altal
alkotott dimerként vannak jelen nativ forméban. A PhyA esetében csak homodimer, a PhyB-E
esetében heterodimer képzés is megfigyelhetd. Minden monomerhez (Un. apoprotein)
kapcsolodik egy nyilt lanct tetrapirrol természetli fitokromobilin festékmolekula, egy
konzervalt ciszteinen keresztiili tioéter kétéssel. Igy jon létre az apoproteinbél és kromoforbol

allo holoprotein.

A kromofor fényelnyelési tulajdonsagainak koszonhetéen a fitokroémoknak két alakjuk
van: a voros fényt elnyeld etiolalt ndvényben nagy mennyiségben felhalmozo6do és élettanilag
hatastalan P; (Aynax=660 nm) forma, valamint a tavoli vordset elnyeld aktiv Pg (Amax=730 nm)
forma (Franklin, 2005). A fitokromok a sejtben P, alakban képzddnek, majd vords fény
elnyelésekor atalakulnak Py alakba. Ez az alak tavoli voros fény hatasara képes visszakeriilni
az eredeti P, allapotba, amelybe egyébként idOvel sotétben magétol is visszaalakul. A
fitokrom molekula karboxi-végén egy hisztidin-kindzokkal szekvencia homoldgiat mutatd

rész talalhatd, ezaltal a fitokrom fényszabalyozott kinazként képes miikddni.

A fitokromok sotétben a sejtplazméban helyezkednek el, fény hatasara pedig a sejtmagba
vandorolnak, ahol fényfliggd gének kifejezddését szabalyozzék (Kevei és mtsai, 2007b). A
fitokromok miikddésiik alapjan két csoportba sorolhatok. Az I-es csoport tagjai
(Arabidopsisban a PHYA) fényben gyorsan lebomlanak, fotolabilisak igy legnagyobb
mennyiségben a sotétben ndtt ndvényekben talalhatok meg (Furuya és Schaefer, 1996). A
PHYA szerepe els6sorban a csirdzds meginditdsaban ¢és nagyon gyenge fényben a zoldiilés
szabalyozasaban van. A Il-es csoportot a tobbi (PHYB-E) gén terméke alkotja. Ezek a

fehérjék fényben nehezebben bomlanak, fotostabilak, ezért a zold novények uralkodd
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fitokromjai. A zoldiilés folyamatat, a szar megnyuldsat, az arnyékelkeriilést €s a viragzast

szabalyozzak.

A kriptokromokat els6ként ndvényekben azonositottdk, mint a mikrobiadlis DNS
fotolidzokkal nagyfoku rokonsdgot mutaté fehérjéket (Cashmore ¢és mtsai, 1999).
Novényekben els6sorban a kék/UV-A-fliiggd élettani folyamatok szabalyozasaban jatszanak
szerepet. Amino-végiikon flavin-adenin-dinukleotid (FAD), illetve metil-tetrahidrofolat
(MTHF) festékmolekuldt kotni képes fotolidz-szerti, karboxi-végiikon pedig szerin/treonin
kindz fehérjeelemet tartalmaznak (Lin ¢és Shalitin, 2003). A kriptokromok sejtmagi
elhelyezkedéstiek. Arabidopsisban két kriptokrom taldlhaté, a CRY1 és a CRY2. A két
fehérje fénystabilitasa kiilonbozik: kék fény hatasara a CRY2 lebomlik, mig a CRY1 fehérje
szintje nem valtozik (Yu és mtsai, 2007). Ennek megfeleléen a CRY2 szerepe gyenge, mig a

CRY1-¢ inkabb erds fényben fontosabb.

A kriptokromok és a fitokromok egyiittesen jatszanak szerepet a deetiolacio folyamatanak
kialakulasdban. A deetiolacid soran a csirandvények az Un. szkotomorfogenikus (sotétben
fejlodés) allapotbol fotomorfogenikus (fényen fejlodés) allapotba lépnek at, mely folyamat
soran a hipokotil megnyuldsa abbamarad, szétnyilnak és kizoldiilnek a sziklevelek, valamint
fejlodésnek indul a gyokérzet. A cryl cry2 phyA phyB négyszeres mutans fehér fényen
nevelve a vad tipusu etioldlt ndvényhez hasonlé morfoldgiat mutat. Azonban a cirkadian 6ra
szabadon futd ritmusa, ami a sziklevelek ritmikus mozgasan figyelhetd meg, megfeleléen
beallitott marad. Szintén erdteljes cirkadian ritmus figyelheté meg a phyA phyB phyC phyD
phyE 0tszOor0s mutansban is (Strasser és mtsai, 2010). Ez arra utal, hogy a szabadon futo
ritmus kialakitasahoz a f6 fotoreceptoroktdl jovo jelek nélkiilozhetdek (Yanovsky €s mtsai,
2000a). Folyamatos fehér fényben nevelt Arabidopsis ndvények esetében a szabadon futod
periddus megkozelitdleg 24 oras, mig folyamatos sotétben nevelt novények esetében a
periddus 30 ora lesz néhany nap utan. A deetiolacioban fOszerepet jatszé fotoreceptorok
mindegyike tovabbit jelet a cirkadidn ora felé. Folyamatos vords fényben a PhyA és PhyB
(valamint kisebb mértékben a Phy D és E is) roviditi az 6ra peridodusat, mig folyamatos kék
fényben a periddus rovidiiléséért a CRY1 és CRY2 felel. Két esetben lehetséges atfedés a
fitokrom ¢és a kriptokrom jelatviteli utak kozott. A fitokrom A olyan mennyiségben
halmozddik fel gyenge fényviszonyok kozott, hogy kismértékii kék fény elnyelési képessége
is nagyfoku periddus rovidiilést okoz. Masodsorban pedig a CRY 1-nek fontos szerepe van a
gyenge vOrds fényre adott vad tipusu valasz kialakitasaban, holott az abszorbcids spektruma

nem mutat fényelnyelést ebben a tartomanyban (Devlin ¢és Kay, 2000).
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A ZTL, az LKP2 ¢és az FKF1 egy UV-A ¢és kék fény érzékeld fehérjecsalad tagjai
(ADO/FKF/LKP/ZTL csalad). A benniik megtalalhato LOV (LIGHT, OXIGENE OR
VOLTAGE) domén a fototropinok LOV motivumaval rokon. A LOV domén a PAS (Per-
ARNT-Sim) szupercsaldd tagja, és a fototropinok kék fény érzékelésében jatszik szerepet
(Ogura ¢és mtsai, 2008). A LOV motivumot eredetileg olyan bakteridlis fehérjékben
azonositottak, amelyek kiilonféle kornyezeti tényezdk, példaul fény, redox allapot, ill.
fesziiltség érzékelésében vesznek részt. A LOV motivum flavin-mononukleotid (FMN)
redoxfestéket kot. Talalhatd ezekben a fehérjékben egy F-box elem, ami olyan fehérjékre
jellemzo6, amelyek az SCF (Skpl-Cull-F-box) ubikvitin-ligaz komplex részeként fehérjék
iranyitott lebomlasaban mitkodnek kozre (Kipreos és Pagano, 2000). Az F-box fehérjék a
lebontasi folyamat kezdeti 1épéseként a lebontandd célfehérjék felismerését és az
ubikvitin-ligazhoz torténd kapcsolasat végzik. A harmadik motivum az ADO/FKF/LKP/ZTL
csalad tagjaiban egy P-propeller szerkezetii fehérjefelismerd elem, a KELCH, amelynek

valtozékonysaga lehetdve teszi a célfehérjek egyedi felismerését (Adams és mtsai, 2000).

A ZTL gén elrontasa a cirkadidn ritmus periddusanak hosszabbodésat okozza, ugyanakkor
a novény fejlédési és fiziologiai folyamataira nincs szdmottevd hatassal (Somers és mtsai,
2000). A periodus valtozasa a fényerdsségtol erdsen fligg, ami arra utal, hogy a ZTL-nek a
fénybemenetben van szerepe. Az FKF1 a viragzéas nappalhosszusag fliggésében kulcsszerepet
jatszo fehérje, a CONSTANS (CO) gén napszakos kifejezddését szabalyozza a CYCLING
DOF FACTOR 1 (CDF1) lebontasan keresztiil. Az fkfl mutansban emellett a cirkadidn
ritmus is megvaltozik (Imaizumi és mtsai, 2005). Az LKP2 tultermelése aritmiat okoz
(Schultz ¢és mtsai, 2001). Mint mar korabban emlitettem, a ZTL kolcsonhat a TOC1 és PRRS
orakomponensekkel, serkentve proteoszoma 4altali degradaciojukat. A ZTL tovabba
kolcsonhat a GI fehérjével kék fényfiiggd modon. Ez a kdlcsonhatés stabilizalja mind a GI,
mind a ZTL fehérjét, utobbit megakadalyozva ezaltal abban, hogy kolcsonhasson
szubsztratfehérjéivel. A GI kolcsonhat a ZTL homoldég FKF1-gyel is, szintén kék fényfiiggd
modon, ebben az esetben a virdgzasi id0 befolyasoldsaban szerepet jatszd transzkripcios

faktor stabilitasat szabalyozva (Sawa és mtsai, 2007).

A fotomorfogenikus, nem karositoé hatast UV-B fény is hatassal van a cirkadian orara, az
ora beallito jelként képes érzékelni azt (Fehér és mtsai, 2011). A folyamatban részt vesz a
névényi UV-B fotoreceptor az UV RESISTANCE LOCUS 8 (UVRS) és a CONSTITUTIVE
PHOTOMORPHOGENESIS 1 (COP1) fehérje (Rizzini és mtsai, 2011). Az UVRS a
novényekben homodimerként el6fordulo, B-propeller szerkezetli fehérje, mely az emberi

REGULATOR OF CHROMATIN CONDENSATION 1 (RCCI) fehérjével mutat nagyfoka
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hasonlosagot. Az UV-B fényt specifikus helyzeti triptofan aminosavakon keresztiil érzékeli,
jellegzetes kromofort nem kot a fehérje (Rizzini és mtsai, 2011). A molekula UV-B fény
hataséara perceken belill monomerizalodik €és a sejtmagba vandorol. Ott kolesonhat a COP1
fehérjével (Favory és mtsai, 2009), valamint kotddik az altala szabalyozott gének, tobbek
kozott az ELONGATED HYPOCOTYL 5 (HYS5) promoteréhez (Cloix és Jenkins, 2008). A
cirkadian 6ra periddusa alacsony intenzitast UV-B hatisara fényintenzitastol-fiiggd modon
rovidiil, akarcsak a lathatd fény esetében. A HYS és a vele homoléog HYS HOMOLOG
(HYH) transzkripcids faktorokra nincs sziikség ehhez a periddusvaltozashoz (Fehér és mtsai,
2011). Meghatarozott idoben adott UV-B pulzusokkal a cirkadian o6ra fazisa megvaltoztathatd
a szubjektiv éjszaka folyaman, a HYS és HYH transzkripcids faktorokra nincs sziikség a
fazisvaltashoz. A bedllitds az 6ragének transzkripcids aktivalasan keresztiil torténik (Fehér és
mtsai, 2011). A cirkadidn 6ra maga is visszahat az UV-B fénnyel indukalt génekre az Un.
kapuzasi mechanizmus segitségével. A kapuzds szerepe abban nyilvanul meg, hogy a
novények egy adott kdrnyezeti jelre nem egyforma mértékben reagalnak a nap folyaman. A
HY5 UV-B indukci6jat nem szabalyozza a cirkadian o6ra, azonban a HYH atirodasat igen

(Fehér és mtsai, 2011).
Jelatviteli utak

A fényérzékeld fotoreceptorok €s a kozponti draclemek kozt elhelyezhetd elemekrdl még
keveset tudunk. Az ELF3 és ELF4 fehérjék negativan szabdlyozzdk az 6ra bemeneti részét,
valamint mindkettd sziikséges a megfeleld, erdteljes ritmus fenntartasahoz (McWatters és
mtsai, 2000; McWatters és mtsai, 2007). A COP1 és az ELF3 fehérjék egyiittesen feleldsek a
GI fehérje ubikvitinalasaért és lebomlasaért, ezt a folyamatot a kék fény a CRY2-n keresztiil
gatolja (Yu és mtsai, 2008). A COP1 a fotomorfogenezis egyik fontos negativ szabalyozo
eleme, egy ubiquitin ligdz, ami szamos fotomorfogenezisben szerepet jatszé fehérje 26S
proteaszoma altali lebontasat szabalyozza. A FAR RED ELONGATED HYPOCOTYL 1 és 3
(FHY'1 és FHY3) hidnyaban tavoli vords fénnyel nem valthato ki faziscssuszas (Yanovsky és

mtsai, 2000b), igy ezek a fehérjék is nélkiilozhetetlenek az 6ra megfeleld mitkodéséhez.

A TIME FOR COFFEE (TIC) szerepe elsésorban a cirkadian ritmusok peridodusanak és
amplituddjanak fenntartdsdban van (Ding és mtsai, 2007b). A tic mutansokban minden
kimenet sériil, de nem egyforma modon és mértékben. Ezekben a novényekben fényben és

sotétben sem miitkodik megfelelden a cirkadian ora.

A SENSITIVITY TO RED LIGHT REDUCED 1 (SRR1) fehérje a vords és fehér
fényvalaszok pozitiv szabdlyoz6 eleme, és fontos szerepe van az Ora sebességének

szabalyozasasban (Staiger ¢s mtsai, 2003). Az srr] mutans kevésbé érzékeny a vords fényre,
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és szamos egyéb, PHYB-fiiggd fényvélasza is sériilt. Allando koriilmények kozott az srrl
szabadon futé ritmusénak periodusa a vad tipushoz képest rovidebb. Az SRR1 kifejezddését a

voros fény serkeni, ezért az SRR1 az 6ra fényérzékenységének bedllitasdban vesz részt.
A kimeneti oldal elemei

A cirkadian 6ra szamos fejlodési szakaszt befolyasol a novény életciklusa folyaman.
Némelyek ezek koziil napi rendszerességgel ismétlddnek és a cirkadidn ora direkt
szabalyozasa alatt allnak, masok pedig évszakosan ismétlédnek és a nappalhossz valtozas
alapjan szabalyozddnak, amit szintén a cirkadidn ora kozvetit. A cirkadian 6ra mar a névényi
¢let legkorabbi szakaszaban is miikddik. Arabidopsisban az 6rat mar a magvak bedztatdséval
be lehet allitani. Csirandvényeket sotétben nevelve a bedztatast kdvetd masodik naptol
megfigyelheté az oragének kifejezddésében a cirkadian mintdzat (Salomé és mtsai, 2008).
Sok ndvényfajnal leirtak mar, hogy a viragzéasi idot a cirkadian ora hatdrozza meg a

nappalhosszisag mérésén keresztiil, igy idézitve azt a legmegfelelobb évszakra.
A csiranovények novekedése

A cirkadian ora szabalyozza Arabidopsis csirandvények szik alatti szaranak megnyulasat:
a megnyulas mértéke nem egyforma a nap soran. A fény és az 6ra egyiittesen alakitjak ki a
ritmikus mintazatot. A cirkadian ora kora ¢jszaka gatolja a szik alatti szar novekedését, de
késd ¢éjszaka nem (Nozue és mtsai, 2007). Ez a diurndlis, vagyis napszakos, megvilagitastol
fliggd novekedési mintazat aritmias novényekben modosul, példaul a CCA1 taltermeld vagy
az elf3 mutans novényekben a novekedés serkentése az éjszaka folyaman végig megfigyelhetd

(Nozue és mtsai, 2007).

A PHYTOCHROME INTERACTING FACTOR 4 (PIF4) és 5 (PIF5) gének kifejezodését
a cirkadian ora szabdlyozza. A maximum a nappal kozepére esik, de a fény a fehérjék
lebontasat serkentve akadalyozza a szar nappali megnyulasat, mivel a PIF4 és PIFS fehérjék a
megnyulds fontos pozitiv szabalyzoi. Az ¢&jszaka elején viszont a cirkadidn ritmus a
minimumnal tart, ezért nincs elég fehérje. A kiilsé (fény) és belsd (cirkadian ritmus) tényezok
iddbeli elrendezésének eredménye, hogy csak az éjszaka végén van elég fehérje a megnyulas
beinditasahoz. A fény gatld hatdsa nem teljes, mivel a megnyulds mértéke periodikus marad
alland6 fényben is. Emiatt lehetséges az, hogy a cirkadian 6ra zavara rendszerint a szik alatti
szar hosszdnak megvaltozasat is okozza (Dowson-Day és Millar, 1999). Az Arabidopsis
novények hipokotiljan megfigyelhetd korkords mozgés is cirkadidn szabdlyozas alatt all és a

legnagyobb kitérést hajnalban mutatja (Niinuma és mtsai, 2005).
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Szerv- és sejtszintil ritmikus folyamatok

A novekedés soran a cirkadian ora szabalyozza az arnyékelkeriilést. Ennek 1ényege a
szomszédos novények jelenlétének érzékelése, ami fontos a fényforrasért folytatott
kiizdelemben. A szomszédos ndvényt a ndvény azaltal érzékeli, hogy az arnyékold leveleken
keresztiil érkezo fény vords/tavoli vords aranya a kozvetlen napfényéhez képest kisebb. A
megvaltozott arany érzékelésében a fitokromoknak van elsddleges szerepe. Az ora hatasa
génexpresszios szinten nyilvanul meg, tobbek kozott a mar emlitett P/F transzkripcios
faktorok és a PHYTOCHROME INTERACTING FACTOR 3-LIKE 1 (PIL1) szabalyozasan
keresztiil. A bearnyékolt ndvények szaruk és levélnyeleik megnyulasaval probaljak

kompenzalni a kedvezdtlen fényviszonyokat (Salter €s mtsai, 2003).

A kozvetlen cirkadidn szabdlyozés sejtszinten is megfigyelhetd. Ilyen sejtszintli folyamat
a gazcserenyilasok nyitddasa és zarodasa, amelyet a cirkadian oran kiviil sok egyéb tényezd
(fény, hoémérséklet, paratartalom, CO2, hormonok, stb.) is szabalyoz. Az éghajlati
koriilmények nagymértékben befolydsoljak, hogy a gazcserenyilasok mely napszakban
nyitottak a legnagyobb mértékben. Arabidopsisban ¢€s a legtobb mérsékelt égovi ndvényben a
gazcserenyilasok napkdzben kinyilnak, éjjel pedig bezarodnak (Somers és mtsai, 1998b). A
nyitoddas kozvetlen szabalyozasan til a cirkadidn 6ra a kiilsd szabalyozdjelek (pl. a fény)

hatdsat kapuzza (Gorton és mtsai, 1993).

A legismertebb napszakosan ismétlddd sejtszintli folyamatok a fotoszintézis és a
szénmegkotés. Arabidopsisban szamos, a fotoszintézis fény- és sotétszakaszaban fontos gén
kifejez6dése all cirkadidn szabalyozas alatt. Példaul az I-es és Il-es fényelnyeld rendszer
klorofill A/B-k&td fehérjéit (CHLOROPHYLL A-B BINDING PROTEIN, CAB) kédold géneke,
a klorofill szintéziséért felelds géneké (pl. protoporfirin IX magnézium kelatdaz), valamint a
CO,-megkdtésben szerepet jatszo rubisco enzim kis alegységét (RBCS) és a rubisco aktivazt
(RCA) kodolo géneké (Harmer és mtsai, 2000). A fehérjék szintje és azok modositasa

(példaul foszforillasa) is cirkadidn szabalyozas alatt all (Booij-James és mtsai, 2002).

A cirkadian ora a fejlddési faktorokat szabalyozhatja példaul a promotereikben talélhato
szabalyozé régiokon keresztiil. A mar emlitett esti elem a cirkadidn ora altal szabalyozott
gének promotereiben gyakran el6forduld szakasz. Ugyanakkor ez az elem gyakori a hideg
altal szabalyozott gének promotereiben is (Mikkelsen és Thomashow, 2009). Az esti elem
csak néhany nukleotidban kiilonbozik a CCA1-kotd helytdl (CBS), amit elészor a CABI gén
promoterében azonositottak (Michael és McClung, 2003). Ez azonban sokkal ritkdbban fordul

eld a cirkadian gének promoterében mint az esti elem. A PRR9 gén promoterében talalhatd



Szakirodalmi attekintés 19

meg példaul egy Un. reggeli elem (Harmer ¢s Kay, 2005), azonban a hozzd kapcsolodd

transzkripcids faktor még ismeretlen.
A nappalhosszusag szerepe

A mérsékelt €gdvon az idéjaras az év soran eldre jelezhetden valtozik €s ezek a valtozasok
évente nagyjabol ugyanugy ismétlédnek. Az évszakok kozotti legkiszamithatobb kiilonbség
azonban nem az iddjarasban, hanem a nappalok hosszdban figyelhetd meg. Az iddbeli
tajekozodas legbiztosabb modja éppen ezért a nappalhosszisag valtozdsanak mérése, ami a

cirkadian ora és a fényérzékeld rendszerek egyiittmiikodésén alapul.

A legismertebb évszakhoz kotott fejlodési folyamat az Onfenntartd allapotrol a
reproduktiv allapotra vald atkapcsolas, amely visszafordithatatlan, ezért kiilondsen fontos
annak pontos iddzitése. A viragzds iddzitésének szempontjabol megkiilonboztetiink
hosszunappalos ¢és rovidnappalos, illetve nappalhossziisagra érzéketlen novényeket. A hosszu-
¢és rovidnappalos azt jelenti, hogy a ndvények akkor viragoznak inkabb, ha a nappalok kelléen

hosszuak, illetve kelloen rovidek.

A virdgzést fehérjeszinten a nappalhossziisag azaltal befolyéasolja, hogy egy cirkadian
moédon kifejez6dd, fényérzékeny szabalyozo fehérje kellden magas szintje kell, hogy
elegendden hosszu ideig egybeessen a fényszakasszal a virdgzéas indukalasahoz (Searle és
Coupland, 2004). Arabidopsisban ez a fényérzékeny fehérje a CONSTANS (CO) (Suérez-
Lépez és mtsai, 2001). A CO feltételezhetéen nem kozvetleniil, hanem az in. CCAAT-koto
segédfehérjékkel Osszekapcsolodva mas gének atirdsat irdnyitja (Wenkel és mtsai, 2006). A
cirkadian ora ugy szabalyozza a CO mRNS szintjét, hogy az hosszu nappalos koriilmények
kozott mar a naplemente elétt emelkedni kezd, €s magas szinten marad a kovetkezo reggelig.
Ro6vid nappalon viszont csak éjszaka ér el magas szintet, és a keletkezé CO fehérje a sotétben
lebomlik. A nappal elején a fény a PHYB-n keresztiil a CO fehérje lebomlésat serkenti, a nap
végén a PHYA ¢és a CRY2 jatszik szerepet a CO fehérje a tavoli voros és a kék fényfiiggd
stabilizalasdban (Valverde és mtsai, 2004; Liu és mtsai, 2008). Ezért elegendé CO fehérje
csak hosszt nappalon, a fényszakasz végén tud felhalmozddni. A nappalok hosszabbodaséaval
a nap végén a CO fehérje mennyisége egyre hosszabb ideig marad magas szinten. Az egyik o
virdgzasszabalyozé gén, a FLOWERING LOCUS T (FT) atirdsanak beinditdsdhoz a CO
fehérje mennyiségének egy kiiszobértéket kell meghaladnia. Az FT mRNS ¢és fehérje a
levelekbdl a cstlicsi 0sztodo szovetbe transzportalddik, ahol beinditja a virdgzast (Huang és
mtsai, 2005). A virdgzas szabalyozéasa a rovidnappalos rizsben is hasonloképpen zajlik,
azonban a CO-nak megfeleld gén az F7T-nek megfeleld gént hosszi nappalon nem serkenti,

hanem gatolja.
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A cirkadidn ora az onfenntart6 allapotrol a reproduktiv allapotra vald jutdson kiviil egyéb
fejlodési folyamatokat is a nappalhosszusag mérésén keresztiil szabalyoz. Ilyen a tapanyag-
raktarozé szervek évszakos kialakuldsa (pl. burgonyagumo) és bizonyos mérsékelt égovi fak
téli nyugalmi allapota. Ezeknek a folyamatoknak a szabélyozasa is a CO ¢és az FT gének

miikodéséhez kapcsolodik.
A Kkiilso és belsé id6 osszehangolasanak jelentosége

A mikodoképes oOrdval rendelkezd Arabidopsis novények életképesebbek valtakozo
fényviszonyok mellett, mint a ritmus nélkiiliek (Green és mtsai, 2002). Egy kisérlet soran egy
rovid és egy hossza periodusu Arabidopsis mutans novekedését és fejlédését hasonlitottak
0ssze kiilonb6zo hosszusagu napok alkalmazéasaval. Kideriilt, hogy a révid periddusti mutans
rovid napos (10 ora fény/10 oOra sotét) mig a hossza peridodusit mutans hosszi napos (14 ora
fény/14 ora sotét) koriilmények kozott ndvekszik hatékonyabban, bizonyitva a kiilsé és belsd

ritmus 0sszehangolasanak fontossagat (Dodd és mtsai, 2005).
A hormonok szerepe a cirkadian ora kimenetének szabalyozasaban

Az abszcizinsav (ABA), a citokininek, a metil-jdzmonat, a szalicilsav és az auxin
mennyiségét egyarant szabalyozza a cirkadian o6ra (Covington €s Harmer, 2007). A cirkadian
ora szabalyzd hatasa a hormonok kifejezodésére nem meglepd, mivel a hormonok is a
cirkadian 6ra kimeneti részét képezik. Erdekes modon az egyes hormonok is visszahatnak az

oréra, befolyasoljak a periddust, az amplitudot vagy a fazist.

Arabidopsisban az etilén hormon kifejezddése napszakos ingadozast mutat. Az AMINO-
CYCLOPROPANE-CARBOXYLATE SYNTHASE 8 (ACSS8) felelés az etilén egyik
prekurzoranak bioszintéziséért. Az etilén termelddését a cirkadian ora szabalyozza, ez arra
utal, hogy az etilénnek a kimeneti folyamatokban lehet szerepe. Azonban az etilén
bioszintézis €s jelatviteli mutdnsok esetében a cirkadian rendszer zavara nem figyelheté meg

(Thain és mtsai, 2004).

Az indolecetsav ¢és indolecetsav-aszpartat szintje egyarant ritmikus ingadozast mutat
folyamatos fényviszonyok kozott. Mind az auxin szintézis, percepcid €s transzport esetében
megfigyelhetd a ritmikus valtozas. A virdgszar eltavolitasaval a ritmikus szarmegnyulas,
amiért az auxin felel, meggatolhatd, mivel ez a szerv az endogén auxin képzodésének helye.
Kiilséleg adott auxin segitségével a ritmikus szarmegnyulas helyreallithaté (Jouve és mtsai,

1999).

A gibberellinek és a cirkadian ora viszonya bonyolultabb. Az 6ra és a gibberellinek

egyarant szabalyozzak a virdgzasi idot, de kiilon genetikai utvonalon (Boss és mtsai, 2004).



Szakirodalmi attekintés 21

A LIGHT INSENSITIVE PERIOD 1 (LIP1) szerepe a cirkadian ora

szabalyozasaban
A lipl mutacié hatasa a periédusra

A lip] mutacidét egy mutans szlirés soran azonositottdk Arabidopsis thaliana C24
okotipusdban (Kevei ¢és mtsai, 2007a). Reggeli és esti kifejez0désii kimeneti géneket
vizsgalva egyarant rovid periddus figyelheté meg a /ip/ mutansban, sotétben és folymatos
fényben is. Vad tipusu névényekben a periddushossz a fényerdsség novekedésével csokken. A
lip] mutansokban a peridodushossz gyakorlatilag valtozatlan marad minden vizsgalt
fényintenzitdson voros és kék fényben is (5. abra). A LIP1 negativ szerepet tolt be a cirkadian
ora periddusanak szabalyozasaban és fényintenzitas-fliggd modon képes szabalyozni azt. A
LIP1 hidnya tulajdonképpen a fény jelenlétét mimikalja, ezért tapasztalhato rovid periddus a
lip] mutansban alacsony fényintenzitdson. A rovid peridodus a vizsgalt oragének (CCAI,

TOCI, LHY) mindegyikének esetében megfigyelhetd /ip/ mutansban (Kevei és mtsai, 2007a).
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A lipl mutansok hajnalban érzékenyek a beallité fénypulzusra

A cirkadidn ora szabalyozza sajat érzékenységét a bedllitdo fénypulzusokra. A szubjektiv
¢jszaka els6 felében sokkal nagyobb faziscsuszasok valthatok ki /ip/ mutansokban, mint vad

tipusu névények esetében (6. abra) (Kevei és mtsai, 2007a).
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jelolik. A lip/-1-ben ugyanolyan fénypulzusokal nagyobb késéseket lehet kivaltani az ¢jszaka elso felében, minta
vad tipusban.

A sietést kivalto fenyre a lip /-1 vagy érzéketlenebb (B), vagy a vad tipushoz hasonlo (A) (Kevei €s mtsai, 2007a).

A LIP1 szerepe a fotomorfogenezis szabalyozasaban

A muténsban a kék és vords fényre adott fotomorfogenikus vélaszok megvéltoznak, ez
azonban nem a cirkadian 6ra hibas miikddésének az eredménye (7. abra). A LIP1 szerepet
jatszik a vords és kék fény altali hipokotil megnyulas gatlds szabalyozésaban, azonban a
tavoli-vords fény altal szabalyozott folyamatban nincs szerepe. A /ipl mutdns novények szik
alatti szara rovidebb, mint a vad tipusé olyan nagy intenzitasu voros €s kék fényben is, ahol a
lipl cirkadian fenotipusa mar nem figyelheté meg. A cirkadidn 6ra szabalyozasaban és a
fotomorfogenikus folyamatokban betoltott szerepe a LIP1-nek ezért kiilonvalaszthatd (Kevei

¢és mtsai, 2007a).
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Fényerdsség (umol foton m*s™) vords (A) és kék (B) fényben, azonban tavoli virds
{C) fényben nem (Kevei és misai, 2007).

A LIP1 gén egy atipikus kis GTP-koto fehérjét kodol

A LIPI nagyfoku hasonloésagot mutat a kis GTP-koté fehérjékkel (Vernoud és mitsai,
2003). A kis GTP-azok 20-40 kDa molekulastlyu fehérjék, amelyek guanozin-trifoszfat
(GTP) kotésére képesek. Ezek a fehérjék alapallapotukban guanozin-difoszfatot (GDP-t)
kotnek. Kiilsé jel hatasara egy nukleotidcseréld segédfehérje (GUANINE EXCHANGE
FACTOR, GEF) a GDP-t GTP-re cseréli. A GTP-dz szerkezeti atrendezddésen megy
keresztiil, aminek eredményeképpen a célfehérjéivel képes kdlcsonhatni. A nukleotidrogzitd
segédfehérjék (GUANINE-NUCLEOTIDE DISSOCIATION INHIBITORS, GDI) a cserét
gatoljak. A GTP-kotott GTP-az gyenge GTP-bontd képességgel is rendelkezik, ami lehetdveé
teszi az inaktiv, GDP-kotott allapotba vald visszaalakulast (Geyer és Wittinghofer, 1997;
Paduch ¢és mtsai, 2001). A kis GTP-koté fehérjék valtozatos folyamatokat szabalyoznak,
példaul a novekedést, osztodast, sejtvaz atrendezOdését, sejtmozgést és a sejten beliili
anyagmozgatast. A kis GTP-azokat 6t nagyobb és tobb kisebb csalddba sorolhatjuk. Az o6t
nagyobb csalad a Ras, Rho, Rab, Arf és a Ran (Takai és mtsai, 2001; Wennerberg és mtsai,
2005). Ezen kiviil egyre tobb olyan GTP-azt irnak le, amelyek sem szerkezetiikben, sem

miikddésiikben nem hasonlitanak a klasszikus kis GTP-koto fehérjékre (Leipe és mtsai, 2002).
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Novényekben Ras és a Rho csalad teljesen hidnyzik. Helyettiik a RHO OF PLANTS (ROP)
molekuldk vannak jelen. Szamos ¢lettani folyamatot szabalyoznak, példaul a sejtvaz
atrendezddésben van szerepiik (Settleman, 2005). Novényekben a Plant RHO Nucleotid
Exchanger (PRONE)-elemet tartalmazé RopGEF-ek végzik a nukleotidcserét (Berken és
mtsai, 2005).

A LIP1 fehérjében tobb olyan motivum is taldlhatd, ami a klasszikus kis GTP-k&to
fehérjékre nem jellemzd, valamint tobb konzervalt aminosav esetében is eltéréseket mutat.
hisztidin talalhaté benne. Ennek a glutaminnak a mutacioja a GTP-az aktivitas elvesztéséhez
vezet a klasszikus GTP-kotod fehérjék esetében, bar a GTP-kotd képességiik megmarad. A C
¢s az N terminalison masodlagos fehérje modosulasokért felelds szakaszok is hidnyoznak a
LIP1 molekulardl, melyek lipidmddositasokon keresztiil a sejthartydhoz vald kotddésért
felelosek mas kis GTP-kotd fehérjék esetében. A LIP1 a kis GTP-kotd fehérjék egy uj
alcsaladjaba sorolhatd, GTP-k6td és bontd aktivitassal is rendelkezik in vitro. Novények

esetében ez az elsd kis GTP-kotd fehérje, amit kapcsolatba hoztak a cirkadian oraval.
Az abiotikus stressz-valaszokban szerepet jatszo jelatviteli utak

Az alacsony, illetve magas homérséklet, a szarazsag ¢és a magas s6 koncentracidé olyan
altalanos stressz koriilmények, melyek karosithatjak a novények fejlodését és terméshozamat.
A kornyezeti stresszre adott valasz molekularis és sejtszintli folyamatainak megértése
intenziven  kutatott  tudomdanyteriilet. = A koOrnyezeti  valtozasokra  valaszként
szignaltranszdukcios kaszkad utvonalak aktivalodnak, amelyek a fizioldgiai és biokémiai

folyamatokat koordinaljak és az adaptaciohoz sziikségesek.

Egy altalanos szignal transzdukco a szigndl érzékelésével kezdddik, amit masodlagos
hirvivé molekuldk generaldsa kovet (pl. Ca®’, reaktiv oxigéngyokok (ROS), inozitol-
foszfatok). A masodlagos hirvivék hatasara az intercellularis Ca®" szint tovabb valtozik, amit
Ca®" szenzorok érzékelnek. Ennek kovetkezményeképpen foszforillacios kaszkad indul meg,

amit a o stressz-valasz gének indukcidja kovet (Xiong €s mtsai, 2002).
Ionikus stressz

J ’ . r . . y . 7 e . =+ .
A so stressz soran a novények ionikus homeosztazisa sériil, ami a Na toxikus
felhalmozodasahoz vezet a citoplazmaban, valamint olyan esszencidlis ionok egyenstlyanak

felborulasahoz, mint példaul a K. A SALT OVERLY SENSITIVE (SOS) utvonal

s

toleralasahoz (Zhu, 2002). Az ozmotikus €s ionikus stresszre adott valaszok tobb egymast
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kovetd, illetve parhuzamos 1€épésbdl adodnak Ossze (Yamaguchi-Shinozaki és Shinozaki,
1994). A korai valaszok soran a sejten beliili Ca’" szint megemelkedik, ez a sejtek
ionhéaztartisanak SOS fehérjék altal szabalyozott valtozasihoz vezet. A Ca® szint
megemelkedése és mas masodlagos hirvivd molekuldk megjelenése (foszfolipidek, reaktiv
oxigén gyokok) olyan kindz jelatviteli utakat aktival, amik a korai stressz-valasz gének
transzkripcidjat serkentik. Az SOS3 egy Ca’"-koté fehérje, ami a so stressz altal indukalt
kalcium szignalt érzékeli. Az SOS2 egy szerin/treonin tipust kinaz, az SOS1 pedig egy
Na'/H" antiporter a plazmamembranon (Shi és mtsai, 2000). A sé stressz soran az SOS2 és 3
komplexet képezve foszforilalja és aktivalja az SOS1 antiportert (Batelli s mtsai, 2007). Az

SOS1 szerepe a Na' sejtbdl valo eltavolitasa.
Szarazsag és ozmotikus stressz

Az ABA vizhianyos koriilmények kozott termelddik, és fontos szerepet jatszik a szarazsag
¢€s a magas so koncentracio toleralasaban. Kiilséleg adott ABA szdmos dehidracidéban és hideg
stresszben szerepet jatszo gén kifejezOdését serkenti. Azonban tobb olyan gént is leirtak,
amelyek szarazsag ¢s hideg stressz esetén indukéalodnak, azonban kiilséleg adott ABA kezelés

hatasara nem (Zhu, 2002).

A COLD RESPONSIVE GENES/RESPONSIVE TO DESICCATION csalad tagja a
COR78/RD29A széarazsagra, hidegre ¢és exogén ABA kezelésre egyarant indukalodo gén
(Yamaguchi-Shinozaki és Shizonaki, 1993). Azonban ABA inszenzitiv mutansokban és ABA
bioszintézis mutansokban is kimutathatdé indukcidja, ezért az ABA-fiiggd ¢és -fliggetlen
utvonalnak is része. A promoterében talalhato DRE-elem (DEHYDRATION RESPONSIVE
ELEMENT) fontos cisz-hato eleme az ABA fliggetlen valaszoknak, és mas szarazsag, illetve
hideg stresszre indukalodd gének promoterében is megtalalhatdé (Yamaguchi-Shinozaki és
Shizonaki, 1994). Az elemhez kotd transzkripcios faktorok a C-REPEAT BINDING
FACTOR/DEHYDRATION RESPONSIVE ELEMENT BINDING 1 ¢és 2 (CBF/DREBI és
2). Elébbinek a hideg stressz-valaszokban, utobbinak a szarazsag stresszben van szerepe.
Nyolc DREB2 homolégot irtak le, ezek koziil a DREB2A ¢és B a szirazsdg stressz {6
transzkripcids faktorai (Sakuma és mtsai, 2002). Az ABA-vélaszelem (ABA RESPONSIVE
ELEMENT, ABRE) az ABA-fliggé utvonal fontos cisz-hato eleme. Két ABRE motivum
talalhat6 példaul az RD29B esetében, melyekhez ABRE-k6t6 faktorok (ABRE-binding factor,
ABF) kotnek és aktivaljak az ABA-fiiggd kifejezddést (Choi és mtsai, 2000). A MYC és
MYB fehérjék szintén az ABA-fiiggd Utvonal aktivétorai, szintézisiiket az endogén ABA
koncentracio novekedése serkenti (Abe és mtsai, 2003). A RESPONSIVE TO ABA (RABI18S)

az ABA-fliggd utvonal részeként indukalodd ozmoprotektans fehérje. Egyarant serkenti
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kifejezOdését szarazsag ¢és a sO stressz, de a cukor ¢és a foszfathiany is (Cieszko és
. . . r” o4 r i I +
Kleczkowski, 2002). Kifejez6désének serkentésében fontos szerepe van az intracellularis Ca’

koncentracio valtozasanak (Ghelis és mtsai, 2000).
A cirkadian ora szerepe a stressz-folyamatok szabalyozasaban

A cirkadian oranak rendkiviil fontos szerepe van a stressz-valaszok idobeli szervezésében.
A fény ugyan elsddlegesen energiaforras a novények szamara, de a tal sok fény karos lehet a
fényelnyeld rendszerekre és a DNS-re is. A fény altal okozott karok csokkentése érdekében a
névényekben mar a napfelkelte elétt megkezdddik a fényvédd molekuldk (fenilpropanoidok)
képzodéséért felelés enzimek génjeinek kifejezédése (Harmer és mtsai, 2000). Nappal a sok
fény mellett a magas hémérséklet €s a szdrazsag, valamint a talajvizben oldott anyagok
koncentraloddsa miatt a s6 €és az ozmotikus stressz okozhat problémat. A gazcserenyilasok
nyitodasat, valamint ioncsatorndk és pumpak génjeinek kifejezddését is iddziti az ora ilyenkor.
Ejszaka a hideg jelenti a legnagyobb gondot. Erre felkésziilendd a novényekben a.
deszaturazok szintje kezd emelkedni mar naplemente el6tt, a membranok fagyalloképességét
novelve. A ndvények a cirkadian ora kapuzési folyamata miatt nem azonos mértékben
¢érzékenyek a hidegre és a melegre a nap soran: kimutattdk példaul, hogy a gyapot novény a

hidegre a nap elején érzékenyebb, a melegre pedig a nap végén (Rikin és mtsai, 1993).

A vegetativ novekedési fazisban a cirkadidn ora szabalyozza a fény mellett a
hémérsékletvaltozasokra adott valaszokat is. Az olyan fiziolégids hatdron kiviil es6
hémérséklet, mint a fagyas vagy a hdség stressz-valaszokat idéznek eld. A fagytiirésben
szerepet jatszo CBF1/DREBI csaladba tartozo transzkripcios faktorok ritmikus kifejezddést
mutatnak a nap folyaman (Fowler és mtsai, 2005), mivel cirkadian kontoroll alatt allnak. Az
ora képes gatolni a CBF gének valaszképességét hideg stresszre a nap folyaman, ezaltal a
maximalis fagytiiré képességet éjszakdra iddziteni, amikor arra a legnagyobb sziikség van. A
CBF3 esetében kimutattak, hogy kifejezodését a délutan folyaman a TOCI1 gatolja, a PIF7

transzkripcids faktorral torténd kolcsonhatéas révén (Kidokoro és mtsai, 2009).

Az orat érintd mutaciok is hatdssal lehetnek a hidegtiird képességre. A GI gén mutécidja
fokozott érzékenységet okoz a hideggel szemben és ez a hatds a CBF utvonaltol fliggetlen
(Cao ¢és mtsai, 2005). A gi mutans megndvekedett tolerancidt mutat oxidativ stresszel
szemben, ami emelkedett szuperoxid-dizmutaz és aszkorbinsav-peroxidaz szinttel parosul
(Kurepa és mtsai, 1998; Cao és mtsai, 2005). A GI szerepét leirtdk tovabba a keményitd
metabolizmusban is, a gi mutansban a keményitd felhalmozodasa figyelhetd meg, pedig a GI
maga nem egy keményitd metabolizmusban részt vevé enzim (Eimert és mtsai, 1995).

Megfigyelhetd tovabba a mutansban az egyszerii szénhidratok felhalmozddasa is (Messerli és
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mtsai, 2007). Az lhy ccal dupla mutans enyhén érzékeny so, ozmotikus €s ho-stresszre (Kant

¢és mtsai, 2008).

Az 6ra és a széarazsag-stresszre adott valasz kozti kapcsolat mér bizonyitott az ABA
jelatviteli utvonal altal (Legnaioli és mtsai, 2009). Nem meglep6 az a tény, hogy a szarazsag,
sO €s ozmotikus stresszben fontos szerepet jatszd gének nagy része szintén cirkadian kontroll
alatt all (Covington ¢és mtsai, 2008). Emelkedett TOC1 szint a szarazsagtiird képesség
csokkenéséhez vezet, mig csokkent TOC1 szint emelkedett szarazsagtiirést okoz. Ez a
jelenség Osszefiiggésbe hozhaté azzal, hogy a TOCl képes az ABA-BINDING
PROTEIN/GENOME UNCOUPLED 5 (ABAR/GUNS5) gén promoteréhez cirkadian modon
kotni, ezzel a gén kifejezOdését az este folyaman gatolni. Az ABAR/GUNS szerepe a
szarazsagtiirésben a gazcserenyilds méretének szabalyozasa. Nemcsak az ora képes az ABA -
fliggd utvonalat szabalyozni, hanem a hormon is képes akut moédon befolyédsolni a TOCI gén
kifejezodését (Legnaioli és mtsai, 2009). Ez a visszacsatolas biztositja az ABA jelatvitel és a
sztomanyitas megfeleld 1dozitését és érzékenységét. Az ABA-val indukélhatdé gének
kifejezddése eltér6 a nap folyaméan, tovabba az ABA prekurzorainak, illetve a
bioszintézisében szerepet jatszd enzimek egy részének kifejezddése is cirkadidn szabalyozas
alatt all (Covington és mtsai, 2008). Az ABA egyes prekurzorai, a bioszintézisben résztvevo
gének ¢s tobb ABA jelatvitelben résztvevd gén is diurnalis kifejezédést mutat, valamint
transzkripcidjuk megvaltozik cirkadidn o6ra mutdnsokban, példaul a prr9 prr7 prr5 tripla
mutansban vagy a CCA1 fehérjét taltermeld novényekben (Fukushima és mtsai, 2009). Az
aritmias prr5 prr7 prr9 tripla mutdnsban ozmolitok, ABA, antioxidansok és a trikarbonsav
ciklus intermediereinek emelkedett szintje figyelhetd meg (Fukushima és mtsai, 2009;
Nakamichi és mtsai, 2009). A prr9 prr7 prr5 haromszoros mutdnsban az ABA-fliggetlen
DREBI/CBF magasabb szinten fejezddik ki, ez fokozott so-, szdrazsag- és hidegtiirést okoz
(Nakamichi és mtsai, 2009), mig ugyanez a gén alacsonyabb szinten fejezddik ki a ccal lhy
kétszeres mutansban, ezért ezek a novények érzékenyebbek a hideg €s so stresszre (Kant és

mtsai, 2008; Dong és mtsai, 2011).
Endoreduplikacio

Az eukariota sejtek osztddasa rendszerint a mitotikus sejtciklussal megy végbe, ahol a sejt
DNS tartalma allandé marad az egyes osztddasi ciklusok utan. A sejtciklus sokféleképpen
modosulhat attdl fiiggden, hogy az adott sejttipusnak milyen kornyezeti vagy fizioldgiai
kovetelményeknek kell megfelelnie (Jakoby €s Schnittger, 2004). Egy extrém példaja ennek a
viragos novények endospermiumdnak elsé osztdodasa, ahol a megtermékenyitést kovetéen a

kozponti sejtben csupan a sejtmagok sorozatos osztddasa torténik meg citokinézis nélkiil, ezzel
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sokmagvas strukturat, azaz szinciciumot hozva létre (Boisnard-Lorig €s mtsai, 2001). Egy masik
példa a szkotomorfogenezis soran a hipokotil nagymértéki megnyulasa, ahol a sejtméret

novekedése nem jar egyiitt sejtosztodassal (Gendreau és mtsai, 1997).

Az endoreduplikéci6 soran a sejt a DNS tartalmat folyamatosan duplikalja, poliploid (t6bb
kromoszomakészlettel rendelkezd) sejtet hozva 1étre. A folyamat ndvényi €s allati sejtekben
egyarant megfigyelhetd, foként a magas metabolikus aktivitasu sejtekre jellemzd. Az
endoreduplikacio lehetdséget nyljt a DNS templat mennyiségének novelésére, ezaltal a
génexpresszid hatékonysaganak novelésére. Az endoreduplikacid soran 1étrejott magas
ploidiaju sejt gyakorlatilag funkciondlisan tobb diploid sejtnek felel meg (D’Amato, 1964).
Jellemzden az endoreduplikalodoé sejtek nagyobb méretiiek, mint a normalisan 0sztdédo sejtek.
Az endoreduplikacié gyakran figyelhetd meg gazdasagilag fontos ndvényi szerveknél. Példaul
raktarozo képleteknél, mint a bizaszem endospermiuma (Sabelli és Larkins, 2009) vagy a
pillangdsviragiiak nitrogén-fixald gyokérgiimoéinél (Kondorosi ¢és Kondorosi, 2004).
Arabidopsis esetében az endoreduplikacio megfigyelhetd felszini szervek szorképleteinek
sejtjeiben (Hillskamp ¢és mtsai, 1994), de a sziklevelek bdrszoveti sejtjeiben is gyakran

megfigyelhetd emelkedett kromatintartalom (Galbraith és mtsai, 1991).

Ahogyan az endoreduplikéaciora képes sejtek is sokfélék, az endoreduplikacié maga is
tobbféleképpen mehet végbe. Az endomitézis a mitdzis egy formaja, melyben a DNS
megkettdzédése utdn a sejt nem valik ketté, olyan sejtet eredményezve, melynek
kromoszdémaszama joval tobb, mint a normalis. A parcialis endoreduplikacié esetében pedig

az ujra replikalodéasok szdma korlatozott.

A szabdalyos mitotikus ciklus négy szakaszbdl all: két an. novekedési fazis (G1 és G2), a
DNS replikacio (S fazis) és a kromoszomdk szétvaldsa (M fazis) (Gutierrez, 2009). Az
endoreduplik4cio soran a genom amplifikicioja a kromatin kondenzacidja és szegregéciodja
nélkiil, valamint citokinézis nélkiil kovetkezik be. Normal esetben a kromoszomak egyszer
osztodnak egy sejtciklus folyaman. A sejtciklus soran a G1-S és a G2-M fazisatmeneteket a
ciklin-dependens kinazok (CYCLIN DEPENDENT KINASE, CDK) szabalyozzak, mégpedig
ugy, hogy a sejtciklus egyes fazisaibol mas fazisokba vald atlépést szabalyozd fehérjéket
foszforilalnak (Gutierrez, 2009). Arabidopsisban két csoportjukat kiilonboztetjiik meg, az A-
¢és B-tipust. Az A-tipusu CDK a G1-S ¢és a G2-M fazisatmenetek szabalyozasaban fontos. A
B-tipus eukariotak koziil csak a novényekben fordul eld. A B-tipusba tartozik a CDKBI1 és
CDKB2, elébbi a sejtciklus elején mar kifejezddik, utobbi pedig a G2-M atmenet alatt.
Mindkett6 a G2-M atmenetben jatszik fontos szerepet.
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Miikodésiikhoz és aktivalddasukhoz ciklinekre van sziikség. Arabidopsisban harom ciklin
tipust kiilonboztetiink meg. A CYCLIN A (CYCA) az S fazis fenntartdsdban ¢és a G2-M
atmenetben fontos, a CYCB a G2-M atmenetben és a mitdzis fenntartdsédban jatszik szerepet,
a CYCD pedig Osszehangolja a kornyezeti jeleket és a sejtciklus sordn végbemend
szignalizacios tvonalat. A ciklinek kiilonb6z6 mennyiségben fejezddnek ki a sejtciklus soran,

attol fiiggden, hogy melyik fazisban tart éppen a ciklus (Wang és mtsai, 2004).
Az endoreduplikacios ciklusba lépés

Az endoreduplikacié soran a normdl mitotikus ciklus megvaltozik. Az endoreduplikacids
ciklus fenntartdsdhoz a ciklinek aktivitasat megfeleléen alacsony szinten kell tartani, hogy a
mitozist még ne serkentsék. Ez példaul a mitotikus és premitotikus szabdlyozd faktorok
miikddésének befolydsolasan keresztiil valosulhat meg (Jakoby és Schnittger, 2004).
Arabidopsis levél fejlodése soran a mitotikus CDK ¢és ciklin gének transzkripcidjanak
csokkenése egybeesik az endociklus kezdetével (Boudolf és mtsai, 2004). Az endociklus
kezdetének elsd 1épése lehet a CDKBI1 aktivitasanak részleges vagy teljes csokkentése a G2-
M atmenet sordan. Egy masik lehetséges modja az endociklusba 1épésnek az un. harmas
ismétlodésit MYB fehérjék (MYB3R) ciklinek altali foszforildloddsanak elmaradédsa. Ezek a
fehérjék a G2-M atmenet soran a kifejez6dd gének transzkripcidjat szabalyozzak, tobbek
kozott a B- tipusu ciklinekét is (Ito és mtsai, 2001). Igy a MYB3R foszforilalodasanak hianya
végsd soron az M fazisban fontos gének kifejezédésének elmaradasdhoz vezet (Wildermuth,
2010). A mitotikus CDK-ciklin komplex inaktivalasdnak egy lehetséges modja a ciklin
lebontdsa az ANAPHASE PROMOTING COMPLEX/CYCLOSOME (APC/C) segitségével,

ami egy E3 ubiquitin ligdz és a fehérjék 26S proteaszoma altali lebontdsaban van szerepe.

A mitotikus ciklinek aktivitdsa egy harmadik utvonalon is csokkenthetd, CDK inhibitorok
(CKI) kozremiikodésével. A SIAMASE-RELEATED csaladba tartozo SIAMASE (SIM) gén
koédolja azt a CKI fehérjét, ami az endoreduplikacios ciklusba 1épésért felel (Churchman és

mtsai, 2006).
Az endoreduplikacios ciklus fenntartasa

Az endociklusba 1épés folyamata sokkal jobban ismert, mint az, ahogyan a ciklus
fennmarad. Feltehetéen minden egyes endociklikus korbe valo belépés alapja a CDK aktivitas
ciklikus valtozasa. A ciklus fenntartasaban feltehetdleg szerepe van a KIP-RELATED
PROTEIN (KRP)/INTERACTOR OF CDK csaladba tartozé6 KRP1 és 2 fehérjéknek, melyek
a SIM-hez hasonléan CKI funkciot toltenek be. Ezek a fehérjék a CDKA-CYCD komplexet
gatoljak, tultermelésiik mitotikusan aktiv sejtekben a sejtosztodast gatolja és az

endoreduplikaciot serkenti (Verkest és mtsai, 2005). A KRP-k dézis-fliggd mddon hatnak, kis
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mennyiségben a mitotikus sejtciklust  gatoljak, nagy mennyiségben pedig az
endoreduplikaciot serkentik. Matematikai modellek alapjan feltételezhetd, hogy az endociklus
fenntartasahoz elegendé a KRP-k ciklikus felhalmozddasa, ami periodikusan gatolja a CDK
aktivitast a G1-S atmenetben, valamint a SIM fehérjék altal kifejtett specifikus gatld hatast a
G2-M atmenetnél (Roodbarkelari és mtsai, 2010).

Az E2F/DP csaladba olyan transzkripcios faktorok tartoznak (E2Fa, E2Fb, E2Fc),
amelyek a DNS replikaciohoz sziikséges gének kifejezddését befolyasoljak. Az E2F/DP-szerii
fehérjék (E2Fd, E2Fe, E2Ff) olyan transzkripciés faktorok, amelyek az osztddo sejtek
differenciacios eseményeit szabalyozzak, igy az endoreduplikaciot és a sejt novekedését is.
Az E2Fe/DEL1 az endociklusba 1épés fontos negativ regulatora. Az osztddé szovetekben a
DEL1 mennyisége az E2Fb-tdl és E2Fc-tdl fliigg. Az E2Fb a DEL1 génkifejezddés aktivatora,
mig az E2Fc a represszora. Az E2Fc fényben az SCF ubikvitin-ligdz komplex altal ubiquin-
fliggd modon gyorsan lebomlik (del Pozo és mtsai, 2002). Az E2Fb s6tétben bomlik le, ez a
folyamat a COP1 altal szabalyozott. Ezért fényben a DEL1 felhalmozodik és az endociklusba
vald 1épést gatolja, mig sotétben inaktivalodik, igy az endociklus végbemehet. A DELI1
fényszabalyozasa az E2Fb ¢és E2Fc egyensulyan keresztiil valosul meg (Berckmans és mtsai,

2011).
Fiziologiai tényezok hatasa az endoreduplikaciora

A sotétben nevelt Arabidopsis csirandvények esetében a fény hidnya a hipokotil sejtjeiben
egy extra endoreduplikdcios ciklust eredményez (Gendreau ¢és mtsai, 1997).
Fotomorfogenikus mutansok vizsgalata soran kideriilt, hogy a so6tét altal indukalt
endoreduplikacioban a fitokromoknak fontos szerepe van, és hogy ez a szkotomorfogenikus
fejlédés fontos 1épése (Gendreau és mtsai, 1998). Az endociklus hozzajarulhat a hipokotil
sejtjeinek megnytlasos novekedéséhez, de a DNS tartalom ndvekedése €s a sejt méretének
novekedése kozti Osszefiiggés nem teljesen tisztazott még. Arabidopsis ndvények arnyékban
nott leveleiben a DNS tartalom csokkenése figyelhetd meg (Cookson és Granier, 2006). A
levelek ¢és a hipokotil esetében tehat ellentétes hatds figyelheté meg az endoreduplikaciora a
fényviszonyok tekintetében. A ploidia szdm ndvekedése elonyt jelent vizhianyos
koriilmények kozott. A vizhiany kovetkeztében a vad tipust Arabidopsis ndvények esetében a
sejtméret és a DNS tartalom csokkenése figyelhetdé meg, ami a levélméret csokkenéséhez
vezet. Magasabb endoreduplikacids szintet mutatd transzgenikus ndvények esetében azonban
a ploidia fiiggvényében sejt-, illetve szervméret novekedés figyelhetd meg (Cookson és

Granier, 2000).
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A magasabb ploidia elonyt jelent az UV-B sugarzassal szemben is. Akut UV-B kezelés
kovetkeztében vad tipust Arabidopsis novények esetében sejtszdm ¢€s sejtméret csokkenés
figyelhetd6 meg. Azok a ndvények azonban, amelyek az endoreduplikacids ciklus egyik
reguldtorara az E2Fe/DELI-re mutaciot hordoznak, a sejtméret és a sejtszam csokkenése nem

olyan mértékii, mint a vad tipusban (Radziejwoski és mtsai, 2011).
A fitokromok szerepe az endoreduplikacio szabalyozasaban

Mint mar emlitettem, Arabidopsisban tobbek kozott a hipokotil sejtjeiben figyelhetd meg
az endoreduplikédcio. A csirdazas soran két endociklus zajlik le ugy, hogy nem el6zi meg
érdemi sejtméret novekedés. A sejtméretet dramaian csokkentd cpmil7 mutacionak példaul
nincs hatdsa a harmadik endociklus kimenetelére. A cpm17 egy brasszinoszteroid bioszintézis
mutans, melynek szik alatti szara folyamatos sététben joval rovidebb, mint a vad tipusé,
viszont DNS tartalma csaknem azonos vele. Ez arra utal, hogy az endoreduplikécio ¢s a
sejméret szabalyozdsa kozott nem egyszerli visszacsatolasos kapcsolat van (Gendreau és
mtsai, 1998). Fitokrém mutansokkal végzett kisérletek igazoltak, hogy a harmadik endociklus
hidnya tavoli-vords fényben a fitokrom A jelatviteli utakhoz kothetd, valamint kisebb
mértékben ugyan, de vords €s fehér fényben a fitokrom B-hez. Utobbi esetben feltehetdleg
egy¢eb fény-stabil fitokromok szerepe sem zarhato ki (Gendreau €s mtsai, 1998). A fitokrémok
altal kozvetitett fényjel egyarant limitalja a sejtméret novekedését és az endoreduplikaciot,
azonban a két jelenség kozt feltehetdleg bonyolultabb kapcsolat van az egyszerli ok-okozati

Osszefliggésnél.
A cirkadian ora és az endoreduplikacié kapcsolata

Novények esetében ezidaig nincs olyan irodalmi adat, ami megerdsitené a cirkadidn 6ra és
az endoreduplikacid kozotti kapcsolatot. Emlds sejtek esetében is csak nemrégiben irtak le
kapcsolatot a sejtciklus és a cirkadidn ora kozott. A sejtciklus bonyolult halézatanak sok
eleme all cirkadidn szabalyozas alatt emlés sejtekben. Példaul a ciklin-dependens kindzok
koziil a Wee kinaz, ami a G2-M fazisatmenetet gatolja, a CLOCK/BMALI komplex (Gekakis
¢s mtsai, 1998) szabdlyozasa alatt 4ll (Matsuo és mtsai, 2003), ami az emlds cirkadian 6ra
egyik kulcseleme. Kimutattdk, hogy a sejtciklus is képes 24, illetve 48 oOras periddussal
ismétlddni. A sejtciklus periddusanak bedllitdisa nem mindig all cirkadian szabalyozas alatt,
egy bizonyos bedllitdo tartomanyon kiviil a két ritmus szétkapcsolodik, illetve a sejtciklus
olyan rendhagyo ciklikusan ismétlddd folyamatra valthat 4t, mint példaul az endoreduplikécio.
A modell szerint a 24, illetve 48 6ras ciklusra vald bedllds akkor kdvetkezhet be példaul,
amikor bizonyos novekedési faktorok szintje egy kritikus érték ala csokken (Gérard és

Goldbeter, 2012).
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Allotetraploid (olyan poliploid alak, ami két kiillonb6z6 genomu diploid faj hibridizacidja
¢s a hibrid kromoszdéma-garniturajanak kétszerezodésével jon létre) Arabidopsis novények
esetében irtak le, hogy a benniik magasabb kifejezddést mutatd kb. 130 gén kbzel egyharmada
tartalmaz vagy CCA1-koté vagy esti elemet (Wang és mtsai, 2006; Chen, 2010). Ezek egy
része a klorofill bioszintézisében szerepet jatszo gén, mas részik pedig a cukrok
transzportjaban, illetve a keményitd metabolizmusban jatszik szerepet (Ni és mtsai, 2009).

Ezek az adatok kozvetetten a cirkadian o6ra és az endoreduplikacio kozti kapesolatra utalnak.



CELKITUZESEK

A cirkadian ora részletes tanulméanyozéasa soran egyre tobb oOrakomponensrdl és ora
kapcsolt elemrdl dertil ki, hogy pleiotrop funkciokkal rendelkeznek, és fontos szerepiik van a
sejtek legkiilonbozébb  folyamatainak szabalyozasaban. Nem egy orakomponensrol
kimutattdk nemrégiben azt, hogy szerepet jatszik a stressz-véalaszok kialakitdsédban,
befolydsolja a hormonrendszer muikodését, vagy ¢éppen a metabolikus folyamatok

szabalyozasaban vesz részt.
A laboratériumunkban azonositott LIP1 fehérje
e azelsd kis GTP-az, ami kapcsolatba hozhat6 a cirkadian oraval,
e részt vesz a fotomorfogenikus folyamatok szabalyozasaban,
e valamint megtalalhato a sejtmagban és a citoplazmaban egyarant.

A kozelmultban végzett vizsgalatok soran megallapitottuk, hogy a /ip/ mutans novények
érzékenyek so stresszre, valamint hogy szikleveliik borszoveti sejtjei rendellenes morfologiat

mutatnak.

Célunk annak megismerése ¢és kideritése volt, hogy a fent emlitett folyamatokban hogyan
vesz részt a LIP1. Munkdnk soran az alabbi kérdések megvalaszolasahoz végeztiink

kisérleteket,
e mely 6rakomponenseken keresztiil szabalyozza a LIP1 a cirkadian 6ra miikodését,
e mely fotoreceptorokon keresztiil vesz részt a fotomorfogenezisben,

e mi a szerepe a stressz-valaszok kialakitasaban,

crers

a LIP1 sejten beliili elhelyezkedésének van-e szerepe ezen funkciok ellatdsaban.



ANYAGOK ES MODSZEREK

Tapoldatok és taptalajok

Bakterialis taptalajok

LB (Luria-Bertani medium): 10 g/l tripton (Reanal), 5 g/l élesztd kivonat (Reanal), 10 g/l
NaCl (Reanal); taptalajhoz sziikség esetén: 15 g/l agar (Reanal), kiegészitve SM KOH-dal pH
7.0-ra

YEB (Yeast Beef, Agrobacterium taptalaj)(pH 7.0): 5g/1 marhahus kivonat (Difco), 1g/1
¢lesztd kivonat, 5g/l Bacto® pepton (Difco), 5g/l szaharéz (Reanal), 2 mM MgSO4
(csiramentesre sziirve, autokldvozas utan hozzaadva; Reanal); taptalajhoz sziikség esetén:

15g/1 Bacto® agar (Difco)
Novényi taptalajok

e MS3 (Murashige-Skoog medium) (pH 5.6): 4.3 g/l MS por (Murashige-Skoog

sokeverék, Sigma), 3% szahar6z, 1% agar (Difco)

e 1/2MS1 (Murashige-Skoog Medium) (pH 5.6): 2.16 g/l MS por (Murashige-Skoog

sokeverék, Sigma), 1% szahar6z, 1% agar (Difco)

e AM (Arabidopsis Medium) (pH 5.6): 2.16 g/l MS por, 1% szahar6z, 0.2% phytagel
(Sigma)

Munkank soran az 1. tablazatban feltiintetett antibiotikum tOrzsoldatokat hasznaltuk,
melyeket csiramentesre szlirve a tapoldatba, ill. taptalajba autokldvozas (121 °C, 25 perc) és
60 °C-ra hiités utan kevertiink. A klaforant a baktériumfertdzés csokkentése érdekében
hasznaltuk, a Basta® pedig az AgrEvo (Bad Soden, Németorszag) cég éltal forgalmazott

glufozinat hatéanyagl gyomirtdszer, amit transzgenikus novények szelektdlasara hasznaltunk.
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Szervezet Szelektalo agens Koncentracio
Escherichia Ampicillin (Amp) 100 pg/ml
coli Kanamicin (Km) 50 pg/ml
Agrobacterium Karbenicillin (Cb) 100 pg/ml
tumefaciens Kanamicin (Km) 50 pg/ml
Rifampicin (Rif) 200 pg/ml
Arabidopsis Higromicin (Hyg) 25 ng/ml
thaliana Klaforén (Cf) 250 pg/ml
Basta” 20000x

1. tablazat. A munkank soran szelektalashoz hasznalt agensek
Kisérleti élolények
Novények

Kisérleteinkhez Arabidopsis thaliana Columbia-0 és a vele nagyfoku rokonsagot mutato

C24 okotipusait hasznaltuk, valamint a 2. tablazatban 6sszefoglalt mutans névényvonalakat:

Vonal Hivatkozas Mutacio tipusa Hattér
lipl-1 Kevei és mtsai, 2007 delécio C24
lipl-2 Kevei és mtsai, 2007 T-DNS Col-3
inszercio
ccal-1 Green és Tobin, 1999 T-DNS Col-0
inszercio
gi (SALK 092757) - T-DNS Col-0
Inszercio
prr5-1 Eriksson és mtsai, T-DNS Col-0
2003 inszercio
prr9-1 Eriksson és mtsai, T-DNS Col-0
2003 inszercio
tocl-4 Hazen és mtsai, QI103STOP Col-0
2005a
phyA-211 Reed, 1994 delécio Col-
pOCA107-2
phyB-9 Reed, 1993 W397STOP Col-0
cryl-304 cry2-1 Mockler és mtsai, delécio Col-0
(crylcry2) 1999

2. tablazat. A vizsgalatok soran hasznalt mutans Arabidopsis thaliana novények
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Baktériumok

A klonozo6 miiveletekhez az Escherichia coli X1-1 Blue torzsét hasznaltuk (Stratagene). A
ndvénybe juttatandd T-DNS alapu plazmidokat el8szor Escherichia coli S17-1 torzsébe vittiik
be. Ez a konjugativ funkcidkat hordozo torzs képes plazmidot atadni az Agrobacterium
tumefaciens GV3101 torzsének. Utobbi két torzs Dr. Koncz Csaba laboratoriumabol

szarmazik (Max-Planck Intézet, Koln).

Molekularis biologiai és biokémiai modszerek

Plazmidok

A névényekbe juttatandd konstrukcidkat altaldban pBluescript” I KS/SK plazmidban
(Stratagene) allitottuk Ossze, vagy a célplazmidban hoztuk létre. Célplazmidunk a pPCV
(Plant Cloning Vector) volt, melyet Dr. Koncz Csaba csoportja fejlesztett ki. Két valtozatat
hasznaltuk ennek a plazmidnak, a higromicin rezisztencidért felelés higromicin-
foszfotranszferdz gént tartalmazé (pPCVH), valamint a glufozinat rezisztenciaért felelos
foszfinotricin-acetiltranszferdz gént tartalmazo valtozatot (pPCVB). Ezek a plazmidok az
Agrobacterium tumefaciens Ti-plazmidjan alapulnak. Ennek jobb és bal oldali hatarolo
szekvenciai kozotti DNS szakaszt (T-DNS) az Agrobacterium képes bejuttatni ndvényi
sejtekbe, ahol azok véletlenszerlien beépiilnek a névény génalloméanyaba. A pPCV plazmid
olyan elemeket is tartalmaz (ORIcogr; replikacids origd és az ampicillin/karbenicillin
rezisztenciaért felelds B-laktamaz gén), amelyek lehetévé teszik fennmaraddsat Escherichia

coli sejtekben.
Riportergén és génkonstrukciok készitése

A promoter aktivitds vizsgélatok elvégzéséhez a CAB2:LUC, CCR2:LUC, CCAI:LUC,
LHY:LUC, PRRY9:LUC, GI:LUC markergéneket hasznaltuk. Ezeket a kdvetkezd elemekbdl
épitettiik fel:

o CAB2 prométer - CAB2 gén kddolo része eldtti 320 bp-os szakasz
(Millar és mtsai, 1992)

e (CCR2 promoter — a gén kddolo része eldtti 2233 bp-os szakasz
(Doyle és mtsai, 2002)

e (CCAI promoter — a gén kddolo része elotti 1128 bp-os szakasz

(Doyle és mtsai, 2002)
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e LHY prométer — a gén kodolod része el6tti 1812 bp-os szakasz

(Kevei és mtsai, 2007a)

e Gl promoter — a gén kddolo része eldtti 2749 bp-os szakasz

(Palagyi és mtsai, 2010)

e PRR9 promoter — a gén kddolo része eldtti 1330 bp-os szakasz
(Palagyi és mtsai, 2010).

A teljes hosszusagu LIPI cDNS klénozasdhoz a RIKEN intézett6l (Yokohama) vasarolt
pda02083 jelolésti cDNS klont hasznaltuk. A restrikcids endonukledz emésztéseket és egyéb
DNS modosito kezeléseket a forgalmazé (ThermoScientific) altal széllitott pufferekben és
koriilmények kozott végeztik. A termékeket agaréz gélen (SeaKem®™ LE, Cambrex),
elektroforézissel valasztottuk el, a megfelel6 DNS darabokat a gélbdl kivagtuk €s fenolozassal
tisztitottuk. A DNS szakaszokat a T4 DNS ligazzal a forgalmazo (ThermoScientific)
utmutatdsai alapjan kapcsoltuk 6ssze. A ligdlt DNS-eket Inoue (1990) moédszere szerint
elokészitett XL-1 Blue sejtekbe egy gyors és hatékony transzformacios modszerrel (Pope ¢€s
Kent, 1996) juttattuk be. A plazmidot hordozé baktériumsejtek szelektalasat a megfeleld
antibiotikumot tartalmazé LB lemezeken 37 °C-on, 16 Oran at végeztik. A plazmidokat az
Escherichia coli sejtekbdl a hagyomanyos lugos feltdras modositott valtozataval tisztitottuk
(Ahn és mtsai, 2000), majd felépitésiiket restrikcios enzimekkel ellendriztik. A [lipl-2
mutacié komplementalasdhoz a 35S:YFP-LIP1, 35S:YFP-LIPI-NES és 35S:YFP-LIP1-NLS
konstrukciokat készitettiik el. A 35S:YFP-LIP1 esetében a laboratoriumunkban mar elkészitett
konstrukciot hasznaltuk (Kevei €s mtsai, 2007a). Az SV40 NLS és a PKI (protein kinaz
inhibitor) NES elemeket tartalmazoé konstrukciok elkészitéséhez az elemeket és a
dohanymozaik virus 35S promoterét, illetve az YFP stop kodon nélkiili valtozatdt mar
tartalmazod, szintén laboratoriumunkban eldallitott pPCV alapu konstrukciokat hasznéltuk fel

(Palagyi és mtsai, 2010).

Novényi DNS tisztitasa

Koriilbelill 1 cm? feliiletii levél mintat folyékony nitrogénben lefagyasztottunk, majd 1.5
ml-es centrifugacsében elporitottunk. A mintara 500 pl CTAB (cetil-trimetil-ammonium
bromid) puffert (1% CTAB, 100 mM Tris'HCI pH 8.0, 20 mM EDTA, 1.42 M NaCl, 1% PVP
40 (polivinil-pirrolidon 40), 0.5% p-merkaptoetanol) mértiink, majd tobbszor 0sszerdzva a
csovet, 30 percig 65 °C-on inkubaltuk. 10 perc centrifugéalas utan (szobahdémérséklet, 10000g)
a tiszta feliiliszot 4 csébe mértiik at, és azonos térfogati kloroformmal raztuk ossze. A vizes

¢s a szerves fazist 10 perc centrifugdldssal valasztottuk szét. A felsd vizes fazisbol a DNS-t
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0.75x térfogatnyi 2-propanollal csaptuk ki szobahdémérsékleten 10 perc alatt, majd 10 perc
centrifugdldssal iilepitettiik. A csapadékot 70%-os etanollal mostuk, légszivattytval
szaritottuk és 100 pl desztillalt vizben feloldottuk. A mintat 10 pg RN4az-A enzimmel kezeltiik
37 °C-on 1 6ran at, majd fenol-kloroform (1:1) elegyével extrahdltuk. Centrifugalas utan a
vizes fazist kloroformmal is tisztitottuk, majd a vizes fazisbol a DNS-t 0.2 térfogatnyi 3 M
natrium-acetat (pH 5.2) és 0.75 térfogatnyi 2-propanol hozzaadéasaval szobahdmérsékleten 10
perc alatt csaptuk ki. Centrifugalas és 70%-o0s etanollal torténd mosas utan a csapadékot

megszaritottuk és 100 pl desztillalt vizben oldottuk fel.

Novényi RNS tisztitasa

Ossz-RNS-t ~100 mg, folyékony nitrogénben poritott ndvényi anyagbol a Qiagen
RNeasy” Plant Mini Kit-jével tisztitottunk (oszlopon torténé RNéz-mentes DNéz kezeléssel
kiegészitve) a gyartd leirasa alapjan. A kapott RNS mennyiségét és mindségét a minta 260 és

280 nm-en mért fényelnyelésébdl hataroztuk meg.

mRNS szint meghatarozasa valos idejii PCR-rel

Meérési pontonként ~100 db csirandvénybdl tisztitottunk 0ssz-RNS-t. 1 pg RNS-bol
cDNS-t a ThermoScientific altal gyartott RevertAid™ First-Strand ¢cDNA Synthesis Kit
segitségével készitettiink a gyartd utmutatasanak megfeleléen. A méréseket valos idejii PCR-
rel ABI PRISM® 7300 (Applied Biosystems) gépen, ABI Power SYBR® Green PCR Master
Mix (Applied Biosystems) hasznalataval végeztiik.

Minden primerpar esetében kalibracios egyenest készitettlink, és az egyes mintdkban az
mRNS szintet ennek segitségével hataroztuk meg (Standard Curve Method, a PCR késziilék
gyartodjanak utmutatasa alapjan). A kapott értékeket a mintak B-TUBULIN 2 és B-TUBULIN 3
mRNS szintjére vonatkoztattuk, a dolgozatban a tovabbiakban TUBULIN-ként feltiintetve.

Minden mintan harom parhuzamos mérést végeztiink. A hasznalt primerek az aldbbiak voltak:

CCA1 RT-PCR F: 5’-CTGTGTCTGACGAGGGTCGAA-3’

CCA1 RT-PCR R: 5’-ATATGTAAAACTTTGCGGCAATACCT-3’
GI RT-PCR F: 5’- AATTCAGCACGCGCCTATTG -3’
GIRT-PCR R: 5’- GTTGCTTCTGCTGCAGGAACTT -3°
PRRY RT-PCR F:  5°- GCCTTCTCAAGATTTGAGGAAAGC -3’
PRRY RT-PCR R: 5’- TTTGGCTCACCTGAAGTACTCTC -3’
TOCI1 RT-PCR F:  5’-ATCTTCGCAGAATCCCTGTGATA-3’
TOCI RT-PCR R:  5’-GCACCTAGCTTCAAGCACTTTACA-3’
RD29A RT-PCR F: 5°- ATCCCACCAAAGAAGAAACTG -3’
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RD29A RT-PCR R: 5’- TCAGGAGACTCATCAGTCAC -3’
RD29B RT-PCR F: 5’- GATGAGTATGACGAGCAAGAC -3’
RD29B RT-PCR R: 5’- GACTTAGGTTTACCCGTTACAC -3’
SOS2 RT-PCR F:  5’- TACACGAAACTTCAAGACAAGG -3’
SOS2 RT-PCR R: 5’- CCACCTCGTAAATCTCTATCAC -3’
RABI8 RT-PCR F: 5’- GCTTAAGACAAGAAGAACATGG -3’
RABI8 RT-PCR R: 5’- ATTTCCGTACTCGTCATACTG -3’
DEL1 RT-PCR F: 5’- TGTCTTGTCGTCAATGAATCTC -3’
DEL1 RT-PCR R: 5’- CTCACCATTGTACCCTAACC -3’
TUB2/3 RT-PCR F: 5’- CCAGCTTTGGTGATTTGAAC -3’
TUB2/3 RT-PCR R:5’- CAAGCTTTCGGAGGTCAGAG -3’

A PCR koriilményei az alabbiak voltak: 94 °C 2.5 perc, 40 ciklus (95 °C 15 mp, 60 °C 1
perc), 95 °C 15 mp, 60 °C 15 mp.

Novényi osszfehérje tisztitasa

50-100 mg ndvényi anyagot folyékony nitrogénben lefagyasztottunk és 1.5 ml-es csdben
porra Oroltiik. Az elporitott mintdara 100 mg-onként 200 pl 95 °C-ra elémelegitett
feltaropuffert mértiink (4 M urea, 5% SDS, 5% PB-merkaptoetanol, 16.66% glicerin). A
mintakat homogenizaltuk, majd 95 °C-os vizfiirdébe helyeztiilk 6ket 10 percre. Tobbszor
Osszeraztuk a csoveket. A tormeléket ezutdn 30 perc szobahOmérsékletli centrifugéléssal
tavolitottuk el. A tiszta feliiliszot Gj csovekbe mértiik at. Az igy elkészitett mintékat vittiik fel

SDS poliakrilamid gélre.

Relativ fehérjemennyiségek meghatarozasa immunoblot modszerrel

Mintanként 20 pg fehérjekivonatot analizaltunk 10%-os SDS-poliakrilamid gélen
Tris/glicin/SDS futattépufferben. A gélbdl az elvalasztott fehérjéket elektroblot késziilékkel
(Bio-Rad; 100 V, 2 h) atvittik Immobilon® P PVDF (polivinilidén-difluorid) milanyag
membranra (Millipore). Az atvitel utan a membrant TBST pufferrel (20 mM Tris-HCI pH 7.5,
150 mM NaCl, 0.05% Tween® 20) oblitettiik at. A szabadon maradt kotéhelyeket 5% sovany
tejporral kiegészitett TBST pufferben semlegesitettiik 4 °C-on egy éjszakan at. Ezutdn a
membrant YFP elleni elsddleges ellenanyaggal kezeltiik (Clontech, Living Colors A.v.
Monoclonal Antibody JL-8, 500-szoros higitasban TBST pufferben). Az ellenanyagot egy
oran keresztiil hagytuk a membranon, majd 3x10 perc TBST pufferes mosassal tavolitottuk el
az ellenanyag maradvanyokat. Ezutan TBST pufferben 10.000-szeresre higitott, alkalikus-
fosztatazhoz kapcsolt egér-IgG elleni masodlagos ellenanyaggal (Sigma, A-3562) kezeltiik a
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membrant szobahémérsékleten egy 6rdig. Ezt kovetden 3x10 percig TBST pufferben mostuk.
A folyadeék eltavolitasa utan 100 mM Tris HCI pH 9.7, 100 mM NaCl, 50 mM MgCl,, 0.02%
BCIP (5-brém-4-klor-3-indolil foszfat), 0.03% NBT (nitroblue-tetrazdlium) &sszetételii,
szobahOmérsékletli el6hivo oldatba helyeztilk a membrant,és addig hagytuk benne, amig a
fehérje savok lathatova nem valtak. A reakciot vizes oblitéssel leallitottuk, majd a membrant

megszaritottuk és képet készitettiink rola.

Novények elokészitése és nevelése, alkalmazott vizsgalatok

Magsterilezés, novénynevelés

Az Arabidopsis thaliana magokat legalabb harom napig desztillalt vizben 4 °C-on
sOtétben hidegkezeltiik, majd felsziniiket 10 percig 0.5-1%-o0s natrium hipoklorit oldatban
sterilizaltuk. Ezutan csiramentes desztillalt vizzel 6tszor atmostuk. Az igy kezelt magokat
szelekciohoz AM, lumineszcencia mérésekhez, stresszvizsgalatokhoz €s s6 indukalt gének
RNS szintli vizsgalatdhoz MS3, endoreduplikécid és sejtalak vizsgalatokhoz pedig 1/2MS1
lemezekre szélesztettiik. A novényeket 22 °C-on, 12 ora sotét/12 ora fehér fény (50 pmol
foton m™ s') cikluson neveltiik névénynevelé kamriban (MLR-350, Sanyo) hét napig (a
tovabbiakban 12:12 LD kezelésként feltiintetve, az angol light és dark megjeldlések
roviditéseként). Az ettdl eltérd nevelési koriilmények a dolgozatban kiilon jeldlve vannak. A
szik alatti szar megnyuldsdnak vizsgalatdhoz a ndvényvonalak magjait nedves sziir6papirra
szélesztettiik, harom napig 4 °C-on sotétben hidegkezeltiik. Majd 22 °C-on 50 pmol foton m™
s fehér fénnyel négy 6ran keresztiil indukéltuk a csirdzast, ezutan 20 6ra 22 °C sotét kezelést
alkalmaztunk, majd a megfeleld6 monokromatikus fényforras ald helyeztiik 6ket a kivant
fényintenzitdson. A novényeket ezutan agar lemezre fektettiik és a szik alatti szar hosszat az
ImagelJ program segitségével mértiik.

A stressz vizsgéalatokhoz a csirandvényeket 12:12 LD cikluson 14 napig so, illetve
ozmotikum tartalmu téptalajon neveltiik. A s6 csirdzasra gyakorolt hatasat 200 mM NaCl
tartalmtt MS3 lemezen vizsgaltuk. A csirdz6 magokat naponta szamoltuk 6t napig. Csirazo
magnak azt a magot tekintettiik, amelynek a gyokodcskéje megjelent. Sotétben és 12:12 LD
cikluson nevelt novényeket vizsgaltunk. A sététben tartott mintak esetében a csirdzast naponta
Uj lemezen szamoltuk. A gyokérhossz méréshez a novényeket 12:12 LD cikluson neveltiik hét
fiiggéleges helyzetli lemezre helyeztiik at oket. A gyokér hosszat az Image] program
segitségével mértiikk, az értékeket sOmentes talajon nevelt ndvények gyokérhosszara

normalizaltuk.
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Az ABA csirazasra gyakorolt hatasat 0.3 és 0.5 uM ABA tartalmi MS3 lemezen
vizsgaltuk. A lemezeket 12:12 LD ciklusra vagy folyamatos sotétbe helyeztiik. A csirazé

magokat naponta szdmoltuk 6t napig.

Transzgenikus novények eloallitasa

A novényekbe juttatni kivant pPCV alapi plazmidot eldszor Escherichia coli S17-1
torzsbe vittiikk be, amely képes konjugaciora a ndvényi transzformdcié soran hasznalt
Agrobacterium tumefaciens GV3101 PMP90RK haromszoros rezisztenciat hordozo toérzsével.
A két baktériumtenyészetbdl folyadékkultirat neveltiink, 0.5-0.5 ml-t Gsszekevertiink, a
sejteket llepitettiilk, majd a tdmény baktérium keveréket YEB taplemezen novesztettiik. A 24
ora utdn a novekedésnek indult baktériumtenyészetbdl kis mennyiséget rifampicin,
karbenicillin és kanamicin tartalmi YEB lemezre szélesztettiink. A felndvekvo
Agrobacterium telepeket legalabb harom alkalommal passzéaltuk, hogy az E. colitol

megtisztitsuk, mieldtt a ndvények kezeléséhez hasznaltuk volna dket.

Az Agrobacterium altal hordozott konstrukcié ndvényekbe juttatasahoz Arabidopsis
novények virdgzatdit martogattunk bele folyadékkultraban nevelt baktériumok 3%-os
szachazdzban felszuszpendalt oldatdba (Clough és Bent, 1998). A felnevelt ndvényekrol
magot gyljtottiink. Megfeleld szelektiv dgensekkel kiegészitett AM téptalajon csiramentes
koriilmények kozott valogattuk ki a rezisztens egyedeket. Ezeket kellden erételjes gyokérzet
kialakulasa utan (10-12 nap) foldbe iiltettiik és felneveltiik iiveghdzi koriilmények kozott.
Altalaban 20-30 fiiggetlen T1 vonalat allitottunk eld. Vizsgalatainkat a T3 nemzedék

homozigota egyedein végeztiik.

Fénykezelések

A fénykezelésekhez Quantum Devices Inc. (USA) Snaplite™ LED-eket tartalmazo
monokromatikus fényforrasokat hasznaltuk. Az alkalmazott voros fény hulldmhossza 665+15
nm, a tdvoli-vords fény hullimhossza 730£15 nm, a kék fény hulldmhossza pedig 47015 nm

volt. A hasznalt fényintenzitast a kisérletek leirasanal kiilon tiintettiik fel.

Lumineszcencia-mérés €16 novényben

A luciferazos markergéneket kifejezd csirandvényeket 12:12 LD cikluson alland6 22 °C-
on hét napig neveltiik MS3 lemezeken. A mérés kezdete eldtt 6-8 oraval a csirandvényeket
steril koriilmények kozott 96 zsebes mikrotiterlemezbe helyeztiik, melynek minden zsebe 0.25
ml MS3 taptalajt tartalmazott. Minden egyes ndvényre 20 ul 2.5 mM-os luciferin (D-
Luciferin Firefly, Biosynth AG) oldatot cseppentettiink. A mérés a csirazast kovetd hetedik
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napon indult. A méréseket TopCount®NXT™ $nmiikddé luminométerrel (PerkinElmer)
végeztiik, amely a lemez zsebeiben elhelyezett csirandvény altal kibocsatott fényt a mérési ido
végeéig folyamatosan rogzitette (Hall és Brown, 2007). A luminométerben a mintékat az egyes
kisérleteknél kiilon leirt fényviszonyok kozott tartottuk. A folyamatos fényben levé mintak
csak a mérés idejére (1-2 6ranként 3 percre) keriiltek a mérdtérben s6tétbe, ami a cirkadian
ora miikddését nem befolyasolta (Millar és mtsai, 1995). A mérési eredmények feldolgozasa a
TopTempll nevii Microsoft Excel makréval (Dr. Andrew Millar fejlesztése) tortént. A
luminométer altal mért értékek az egy masodperc alatt beérkezett fotonok szdmat (count per
seconds, cps) mutatjak. Az egyedi novények esetében mért értékeket az adott ndvény Gsszes
mért értékének atlagaval osztottuk el. Ezt az értéket az ido fliggvényében abrazoltuk. Az
abrakon legalabb 16 csirandvény lumineszcencia értékébdl szamolt atlagértéket tiintettiik fel.
A periddushossz mérését a Biological Rhythms Analysis Software System (BRASS) (Locke
és mtsai, 2005) segitségével végeztik el. Ezzel a Microsoft Excel alapi makroval a
TopCount®NXT™ luminométerrel mért adatok kiértékelhetéek. A program a ,,Fast Fourier
Transform-Non-Linear Least Squares (FFT-NLLS)” moddszerrel (Plautz és mtsai, 1997)
minden egyedi ndvény adatsorara illesztett gorbe alapjdn ad becslést a periddusra. Minden
kisérletben 80-120 o6ras mérési idétartambol szarmazdé adatokat hasznaltunk fel.
Csoportonként legalabb 20 névény periodusat mértiik. A periodus becslése soran csak azokat
az értékeket vettiik figyelembe, amelyek a 20 és 28 o6ra kozti cirkadian tartomanyba estek. A
hibahatarokat a standard hiba (Standard Error, SE) kozépértékeként (=SEM) tiintettiik fel

minden esetben.
Alkalmazott mikroszkopos eljarasok

Epifluoreszcens mikroszkopia

Az epifluoreszcens vizsgalatokat Axioskop Zeiss mikroszkoppal végeztiik, Axiocam Zeiss
kamerarendszerrel kombinalva. Az YFP nyomonkdvetéséhez YFP-sziirokészletet hasznaltunk

(AHF Analysentechnik).
Pasztazo elektronmikroszkopia (SEM)

A pésztazo elektronmikroszkopos képek Zeiss Supra 40VP (Carl Zeiss SMT AG)
hidegkatodos Emitech KI1250X (Quorum Emitech) transzfer rendszerrel kombinalt
késziilékkel késziiltek. A biologiai mintdkat kriogenizacids eljarassal készitettiik eld, a friss
novényi szovetet Tissue-Tec (O.C.T. Compound) ragasztoval rogzitettik a mintatartd

asztalhoz és arany/palladium réteggel vontuk be vezetorétegként.
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Differencial interferencia kontraszt (DIC) mikroszkopia és a sejtalak faktor
szamitasa

A vizsgéaland6 novényi mintat 12 oran at aztattunk 160 g klor-hidrat (Sigma-Aldrich) 100
ml vizzel és 50 ml glicerinnel készitett oldatdban. DIC optikaval (Leica) felszerelt Leica
DMRB mikroszkoppal vizsgaltuk az igy elokészitett szikleveleket. A képeket Leica DFC 490
kameraval készitettiik a Leica Application Suite 2.5.0 szoftvert hasznalva. A bdrszoveti sejtek
kertiletét és teriiletét az ImageJ program segitségével mértiik meg, és a sejtalak faktort 4n
teriilet/keriilet’ formajaban adtuk meg. A szignifikanciat t-teszt alapjan a SigmaStat 3.5

szoftver segitségével hataroztuk meg.
Konfokalis 1ézer pasztazo mikroszkopia

A csirandvények festetlen szikleveleit vizsgaltuk. Az YFP fluoreszcens jelét 40x és 63x
lencsékkel, valamint argon/kripton 1ézerrel és 405 nm didda 1ézerrel (Leica) felszerelt Leica

TCS SP2 AOBS CLSM mikroszkoppal detektaltuk.
DNS tartalom meghatarozasa aramlasi citometriaval

A vizsgaland6 novényi anyagot homogenizaltuk, CyStain UV precise P DNA festékkel
(Partec) festettilk. 50 pm atmérdji filter segitségével tavolitottuk el a tormeléket. A ploidia
szintet Ploidy Analyser PA-1 (Partec) segitségével mértiik és FloMax 2.52 szoftverrel (Partec)

értékeltiik az eredményeket.
Statisztikai analizis

A szignifikanciat Student-féle t-teszttel vizsgaltuk, illetve ahol paronkénti d6sszehasonlitas
volt sziikséges tobb adatsor esetén (ploidia és szik alatti szar mérések lip/ mutacioval
kombindlt fotoreceptor mutansokban), ott Tukey-féle eljaras és egyutas ANOVA
modszerekkel a SigmaStat 3.5 szoftver segitségével hataroztuk meg, hogy a tapasztalt
kiilonbség szignifikans-e. A P-érték jeloli ki azt a szignifikancia-tartomanyt, amelyen beliil
mar biztosan nincs szignifikans kiilonbség az 0sszehasonlitott adatsorok kozott. Ha a P-érték
nagy, akkor a két mintasor kozott nincs szignifikans kiillonbség (P <0.05), mig ha kicsi, akkor
biztosan szignifikansan kiilonboznek (P <0.001).A dolgozatban hasznalt jelolések: *** P

<0.001, ** P <0.01, és * P <0.05.
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A LIP1 fehérje hianyaban megvaltozik a sziklevél felszini borszoveti
sejtjeinek alakja

A lipl-1 és lipl-2 mutans csirandvények mikroszkopos analizise azt mutatta, hogy a
mutacio a sziklevelek felszini bdrszoveti sejtejeinek rendellenes fejlodését okozza. A
novényeket 12:12 LD koriilmények kozott neveltiik 7 napig, majd a C24 és a lipI-1, valamint
a Col-0 és a lipI-2 csirandvények sziklevelének epidermisz sejtjeit mikroszkoppal vizsgaltuk.
A fényen nevelt lipl-1 és lipI-2 mutans csirandvények borszoveti sejtjeinek alakja jellegzetes
modon eltér a vad tipusétdl (8. abra A), mivel nem alakul ki a vad tipusra jellemz0, karéjos
sejtalak. Azonban az etiolalt ndvények esetében kiilonbség nem figyelheté meg (8. abra F). A
fényen nétt lip1-1 és lipI-2 mutansok borszoveti sejtjei kisebbek, mint a vad tipusé. A sejtalak
lekerekitettebb, a sejtek alakja kevésbé Osszetett. A sejt alak faktor ami a sejtek
gombolyliségének mértékét adja meg, szignifikans kiilonbséget mutat t-teszt alapjan a vad

tipus és a /ip] mutansok sejtalakja kozott (8. abra B).

C24 ¢és lipl-1, valamint Col-0 és lipI-2 ndvényeket 12:12 LD cikluson neveltiik 7 napig
majd a csirandvények sziklevelét pasztazo elektronmikroszkoppal vizsgaltuk. A lipl-2
mutansok esetében azt tapasztaltuk, hogy a sziklevelek széle jellegzetesen felfelé gorbiil (8.
abra C). Ezt a morfoldgiai valtozast az okozza, hogy az epidermalis sejtek nem hoznak létre
Osszefliggd réteget a levél felszinén. Ez az elvéltozas vad tipusi novények esetében nem
figyelheté meg. A jelenséget feltehetden egyes borszoveti sejtek elhalasa okozza, az elhalt
gazcserenyilasok zaroésejtjeinek és az elhalt borszoveti sejteknek a helye is tisztan kivehetd a

készitett felvételeken (8. abra D).

A lipl-2 mutanssal ellentétben a lipl-1 esetében Osszefliggd borszoveti réteg figyelhetd
meg (8. abra C), ami Okotipusok kozotti eltérésre utal, tekintve hogy mindkét allél
funkciovesztéses mutacio. Tovabba, adataink azt mutatjak, hogy a sejtalak megvaltozésa és a
nem Osszefliggd borszoveti sejtréteg a fejlodés bizonyos szakaszaban alakul ki, mivel lipl-1
¢s lipI-2 mutans novények elsd igazi levelein ezek az elvaltozasok nem lathatoak (8. édbra E).
A ndvényeket ennek vizsgalatahoz 12:12 LD cikluson neveltiik 21 napig, majd a Col-0 és a
lipl-2 csirandvények sziklevelének epidermisz sejtjeit mikroszképpal vizsgéltuk. A karéjos
sejtek egyértelmiien kivehetdek voltak a /ip/-2 mutdnsok esetében is. Ezek a megfigyelések
arra utalnak, hogy a LIP1 fehérjének fontos szerepe van a ndvényi életciklus korai

szakaszaban.
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8.ibra. A LIP1 fehérje fejlidési llapottsl fliggden befolyisolja 2 scjtalakot

Avizsgilatokhoz a ndvényeket 12:12 LD cikluson neveltiik 7 (A, B,C, D}illetve 21 napig {E).

{A) Epidermisz sejiek alakja Rnymikroszkoppal vizsgélva, Col-0, fipi-2, C24 & lipl-1 niivények sziklevelben.
Skila: 50 pm.

(B) Sejt alak faktor a sziklevél epidermélis sejijeinek feriiletébdl &5 keriiletébfl szimolva. 43-54 sejiet mértink
vonalanként, 1-teszt: P<0.001 minden mintira. A hibahatérok a standard hibét jel5lik (SE).

{C) SEM képek Col-0, lipI-2,C24 é&slipl-1 nbvények sziklevelérbl. Skila: 200 pm.

(D) Kiszeli SEM kép lipi-2 levél felszinérdl. A nyilak az ellialt szbdma zérdse|tekre mutatnak. Skala: 20 pm.

(E)SEM képek Col-0és fipi-2 ndvényck clsh igazi levelénck felszinédl. Skila: 50 pm.

(F) DIC képek 7 napig folyamaios sitéiben nevelt C24 &s lipf - I nivények sziklevelének felszinéral. Skila: 25 pm.
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A lipl mutans novényekben megné a magi DNS mennyisége

A LIP1 fehérje hatasa a csiranévények kromatintartalmara

Mivel a sejtalak valtozdsa gyakran Osszefiiggésbe

hozhat6 az Orokité anyag

mennyiségének megvaltozasaval (Guimil és Dunand, 2007), meghataroztuk a magi DNS

mennyiségét /ip] mutans novények sziklevelében dramlasi citometridval. A novényeket 12:12

LD cikluson neveltiilk 7 napig a mérést megel6zden. Azt tapasztaltuk, hogy a mutansokban

megnétt az olyan sejtmagok szazalékos aranya, amelyek emelkedett mennyiségi DNS-t

tartalmaztak. Kiilonosképpen megnétt a 16-szoros kromoszomakészlettel (16C) rendelkezd

sejtmagok aranya, valamint a vad tipussal ellentétben a /ip/-2 mutansok sziklevelében 32-

szeres kromoszoémakészlettel (32C) rendelkezd magok is detektalhatoak voltak (9. abra A és

B).
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9, dbra. A fip] mutinsokban megné a
magi arékitianyag mennyisége

A ploidia szintet vad tipusn és fipd mutins
névények kiilinbdzo szerveiben mértik.

A ndvényekei [2:12 LD cikluson neveliik
7 (A, B, C, D) illetve 21 (E) napig.
Vizsgéliuk a sziklevelet (A, B), szirat (C),
teljes novényt (1) és az elsd igazi levelet
{E).

A feltiintetets DNS mennyiséget tartalmazd
sejtmagok szizalkikos aranyat tintettik fel.
Mérésenként 4 parhuzamos mintat
vizsgiltunk. Egy minta 10 db sziklevelet
{A, B), 10 db szik alaiti szfrat (C),
5 db csirantivényt (D) vagy 4 db levelet (E)
tartalmazott.

A hibahatirok standard eltérés (SD)
forméjiban vannak feltiinietve.

A ploidia szint valtozéasa gyakran jar egylitt megvaltozott sejtszammal is (Sabelli és

Larkins, 2009). A sejtszam valtozasat vizsgaltuk lip /-1 mutans és vad tipusii novények

sziklevelének borszoveti, valamint mezofill sejtjeire vonatkozoan fény/sétét cikluson nevelt

(3. tablazat) ¢és etiolalt (4. tablazat) novényekben is.
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Sziklevél fekezni birszbveti Oszlopos parenhima
sejtek
Szikkevé]l méret Szamyseiklovél
Genotipus {mm’) felszin Méret (um’)  Szényszkkevél  Mérer (um’)

24 2082£0176 561 =61 3697 =202 1797£253 1165+ 156
lipi-f __ L368=0.1M  s5:77 2874 £ 175 1894 = 310 821+ 129
P < 0.001 0.53 <0.001 0.29 0.0041

3. tablazat. Szikelevelek barsziiveti és oszlopos parenchima sejtjeinek fobh jellemzii fény/sitét ciklnson
nevelt esiranivényekhen

12:12 LD cikInson? napig nevelt nivények sziklevelénck felszinérol készitettlink digitalis képeket. A sziklevelek
{(10-15 db mérésenként) és a sejtek méretét (16-22 sziklevelenként) vizsgiltuk. A ménések atlagat tanteitik fel, a
hihahatirokat standard eliérés (SD)) forméjiban adtuk meg.

Sziklevél felszini borszdveti Oszlopos parcnhima
scjtck
Sziklevé]l méret Saimsriklevil
Genotipus {(mm’) felszin Méret (un)  Szamfszklevél  Méret (pm’)
c24 02290039 58175 394 =61 1423 = 281 161 =31
lipi-1  0207+0.031 549+83 368 + 69 1321 =235 136 +27
P 0.09 0.47 0.39 0.18 0.12

4. tihlazat. Szikelevelek hdérsziiveti és oszlopes parenchima sejtjeinek fébh jellemzfi etinlalt
csirandéivényekben

7 napig siitéthen nevelt novények sziklevelének felszinérsl készitettink digitilis képeket. A sziklevelek (9-11 db
mérésenként) €8 a sejtek méretét (35-60 db sziklevelenkeént) vizsgiltuk. A mérések atlagat tintettik fel, a
hibahatirokat standard eltérés {(SD) formédjaban adiuk meg.

Erdekes médon a [lip/-I mutans ndvények esetében tapasztalhatd megnovekedett
orokitdanyag tartalom a sejtméret csokkenésével jart egyiitt, azonban az §ssz sejtszdmra nem
volt hatassal. Kovetkezésképpen a /ip /-1 mutans novények sziklevelének mérete kisebb, mint
a vad tipusé. Hogy ellendrizziik a /ip/ mutacio okozta megnovekedett 6rokitdanyag tartalom
szovetspecifikus mivoltat, szik alatti szar ¢és teljes ndvény tartalmi mintdkat is
megvizsgaltunk az orokitdanyag mennyiségét tekintve (9. dbra C és D). A ploidia szint
ezekben a mintakban nagyon hasonlitott a sziklevél esetében mért szintre, ami arra utal, hogy
a LIP1 altal a DNS tartalomban kozott valtozas nem szdvetspecifikus. Az els6 igazi levelek
esetében pedig nem tapasztaltunk kiilonbséget a ploidia szintekben /ip/-2 muténs és vad
tipustt novények kozott (9. abra E), ami arra utal, hogy a LIP1 fejlédési stadiumtol-fliggd

modon jatszik szerepet a ploidia szint befolyasolasaban.
A LIP1 fényfiigg6 moédon gatolja az endoreduplikaciot

A sejt DNS tartalma az endoreduplikacié sordn megnd. Sotétben nevelt Arabidopsis
csirandvények szik alatti szaraban négy endoreduplikécids ciklus jatszodhat le, ami 32-szeres

kromoszdmakészletet eredményez (32C). A negyedik ciklus fény altal gatolt (Gendreau és
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mtsai, 1998). Mivel a LIP1 szerepet jatszik a cirkadidn ora és a fotomorfogenikus folyamatok
fény altali szabalyozasaban (Kevei és mtsai, 2007a), kivancsiak voltunk, hogyan valtozik a

ploidia mintédzat kiilonbdz6 fényviszonyok kozott nevelt /ip/ mutans névényekben.

A novényeket 6 napig neveltik folyamatos sotétben, 12:12 LD cikluson, illetve
folyamatos, 80 pmol foton m™> s intenzitasti fehér fényen. A ploidia szint emelkedését
tapasztaltuk fény/sotét ciklusokon nevelt /ip/ mutansok esetében (10. abra C és D), valamint a
DNS tartalom tovabb nétt a folyamatos fényen nevelt mutins ndévényekbdl szdrmazod
mintakban (10. abra E és F). Azonban etiolélt /ip/ mutans és vad tipust ndovények kozott nem
tapasztalhat6 eltérés a ploidiat tekintve (10. dbra A és B), ami arra utal, hogy a LIP1 gatlé

hatdsa az endoreduplikaciora fényfiiggo.
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18. dbra. ALIP1 hatdsa fény-fiigpil s ploidia szintjére

C24éslipi-1 (A, C, E), valamimt Col-0és lipi-2 (B, D, F) ndvényecket neveltink

{A, B) folyamaios sotéthen,

{C,D)12:12 LD cikluson,

(E, F) folyamatos 80 pmol foton m™ s intenziiéisG fehér fényben 6 napig. A ploidia szint méréséhez teljes

csmmnvcnyeket hasznaltink. Az adoti DNS mmnylseget tartalmaz6 se.]tmagnk szizalékos aranyit tiimettik fel.
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Folyamatos voros fényben az endoreduplikacid fény-altali gatldsa a fitokrom B
fotoreceptortdl fligg, mivel sotétben, illetve vords fényben nevelt fitokrom B mutdnsokban
egyforman magas ploidia szint mérhetdé (Gendreau és mtsai, 1998). Hogy teszteljiik a LIP1 és
a fitokrom B kozti génkdlcsonhatést (episztatikus hatast) a vords fényfiiggd endoreduplikécio
szabalyozasaban, megmértiik a kromatintartalmat lip1-2 és phyB-9 egyszeres, valamint /ip-2

phyB-9 kétszeres mutansokban.

A névényeket 7 napig neveltiik folyamatos vorés fényben (40 pmol foton m™ s™), a
méréshez teljes csirandvényeket hasznédltunk. Mind a /ip-2, mind a phyB-9 egyszeres
mutansok esetében azt tapasztaltuk, hogy a 16-szoros kromatintartalmii magok aranya
megemelkedett a mintakban (11. dbra B). A mérés statisztikai analizisét egy utas ANOVA ¢és
Tukey-féle eljaras segitségével végeztiik el, melyek eredményeként az mondhato el szintén,
hogy a legkevésbé szignifikans eltérés a lip-2 phyB-9 és phyB-9 mintaparok kozott volt. Ez
azt jelenti, hogy a lip-2 phyB-9 kétszeres mutans esetében a két muticid hatdsa nem
0sszegzOdott, a kromatintartalom az egyszeres phyB-9 mutanshoz hasonldan valtozott a vad
tipushoz képest. Vagyis a fitokrom B gén episzatikus hatdsa érvényesiil a LIP1 gén felett.
Sotétben nevelt novények esetében a DNS tartalom megegyezett a mutdnsokban a vad

tipuséval, ami a mutaciok fényfiiggd hatasat bizonyitja ismételten (11. dbra A).

Az elozé kisérlet mintajara megvizsgaltuk a génkdlcsonhatasokat kriptokrom 1,
kriptokrém 2 és lipl-2 kozott. A ndvényeket folyamatos kék fényben (40 pmol foton m™s™)
(11. abra D), neveltiik 7 napig, a méréshez teljes csirandvényeket hasznaltunk fel. A /lipl-2
mutans esetében a ploidia szint jelentésen megnétt folyamatos kék fényben a vad tipushoz
képest (11. abra D). A lipl cryl cry2 haromszoros mutans kromatintartalma hasonld volt a
cryl cry2 kétszeres mutdnshoz. A statisztikai analizis alapjan a legkevésbé szignifikans

eltérés a lip-2 cryl cry2 és cryl cry2 mintaparok kozott volt.

A phyA-211 mutacié hatasat folyamatos tavoli vords fényben (5 pmol foton m?s™) (11.
abra E) 7 napig nevelt ndvényeken vizsgaltuk. A lipl-2 mutans esetében a ploidia szint
megkiilonboztethetetlen volt a vad tipustol folyamatos tavoli vords fényben, mig a lipl-2
phyA-211 dupla mutdnsban a kromatintartalom a phyA211 egyszeres mutanssal egyezett meg.
Sotétben nevelt phyA-211 és lipl-2 phyA-211 ndvényekben a ploidia szint nem kiillonbozott a

Col-0 -tdl, illetve a lipI-2 mutanstol szignifikansan.

Ezek az adatok arra utalnak, hogy a LIP1 fehérje fontos szerepet jatszik az
endoreduplikacio kék, illetve voros fény altali szabalyozasaban, tovabba ugy tlinik, hogy a
szignalizacios utban a LIP1 a fitokrom B valamint a kriptokrom 1 és kriptokrom 2 alatt

helyezkedik el.
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crcr

mutattdk ki nemrégiben, hogy fontos szerepet jatszik az endoreduplikacio fény-altali
szabalyozasaban (Berckmans és mtsai, 2011). Megvizsgaltuk, hogy a LIP1, illetve a fitokrém
B szerepet jatszik-e a DELI fényfiiggd traszkripciojaban. A ndvényeket 7 napig neveltiik
folyamatos sotétben, illetve folyamatos voros fényben (40 pmol foton m™ s™') a mintaszedést
megeldzéen. A DELI mRNS szintjét mértiikk vad tipusu, lipl-2 és phyB-9 egyszeres, illetve
lip1-2 phyB-9 kétszeres mutansokban valos idejli PCR segitségével. Vad tipusu ndvényekben
a DELI mRNS szint magasabb volt fényen, mint sotétben (11. &bra F). Azonban, a
fénykezelés altal okozott emelkedett szintti DEL I kifejez6dés minden mintadban tapasztalhatod
volt (11. &dbra F). Ezek az eredmények arra utalnak, hogy vords fényben a LIP1 ¢és a fitokrom
B az endoreduplikacidét nem a DELI transzkripcid befolyédsoldsan keresztiil szabalyozzak.

B 11. dbra. A LIP1 fehérje csokkenti az
endoreduplikicié mértékét vords és
kék fényhen, de tévoli virdshen nem
Ajellt genotipusiindvényeket 7 napig
(A, C, F) folyamatos sdtétben ,

(B, F) viscés fényben

x 4 s wc mc (40 umol foton m’s”),
Ploidia (D) kék fényben (40 pmol fotonm™s™),

{E) tévoli vords fényben

o3B8B8S

Cof
50 Emﬁyz (5 umol foton m™ ™) npeveltik. Egész
40 Eiipf-2 cryfery2  csirandvényeket haszndltunk a ploidia

ménéshez,
A hibahatérok a standard eltérést {(SD)
jelitil

s 2 B 8

2c 4c 8C 16c 32¢ (F) A DELJ fényindukalt kifejezidését

Ploidia Ploidia valés ideji PCR-al mértik. Az értékeket

F TUBU/LIN mRNS szintre normalizilink.

50 EE,:E_', :: ECol l:léfom fﬁgget.len fnérés atlagat

40 E8pl-2A211 1 dbrizoltuk. A hibahatarok a standard

30 02 hibat (SE) jelélik. T-teszt alapjin a mért
20

DEL1ITUB

10 81; kiflonbségek nem szignifikinsak
o o4 {P>0.1) avimgl krilmények kaziitt.
2C 4C 8C 16C 3¢ Satét Voras A B-9 abrafelirat utal a PhyB-9, A2i1 a

Sajtmagok ardnya (%) m Sejtmagok ardnya (%) ¢ Sejtmagok arinya (%) >

Ploidia

Phy4-211 mutinsra,
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A LIP1 szerepe a fotomorfogenezis szabalyozasaban a fitokrom B-tol és

a kriptokrom 1-2-t6l fiigg, de a fitokrom A-tol nem

Mint azt korabban laboratoriumunkban mar koradbban kimutattak, /lip/-/ mutans
novényekben a hipokotil hossza vords és kék fényben megvaltozik, a tavoli vords fénytdl
fiiggd jelatviteli Uit azonban érintetlen (Kevei és mtsai, 2007a). Hogy tobbet tudjunk meg a
LIP1 szerepérdl a fitokromok ¢€s kriptokromok altal szabalyozott fényfiiggd jelatvitelben,
megmértiik a hipokotil hosszanak valtozasat lip-2 phyB-9, lipl-2 phyA-211, lipl-2 cryl cry?2

tobbszords mutansokban voros, tavoli voros, illetve kék fényben.

A novényeket nedves szlirOpapiron csiraztattuk, majd 4 napra monokromatikus vords, kék
¢s tavoli voros fénybe helyeztiik kiillonbozd intenzitasokon. Folyamatos vords fényben a lip1-
2 mutansok szik alatti szdranak hossza szignifikdnsan rovidebb volt, mint a vad tipusé,
azonban a lip-2 phyB-9 kétszeres mutans hipokotilja jelentésen hosszabb volt, mint a vad
tipusé, és csak alig volt révidebb, mint a phyB-9 egyszeres mutansé (12. abra A). Folyamatos
kék fényben a /ip/-2 mutinsok szik alatti szaranak hossza, ha nem is jelentdsen, de
szignifikansan rovidebb volt, mint a vad tipusé, azonban a lip/-2 cryl cry2 haromszoros
mutans hipokotilja a cryl cry2 dupla mutanshoz hasonléan hossza volt (12. abra B).
Folyamatos tavoli voros fényben a /ip/-2 mutans a vad tipushoz hasonl6an viselkedett, a lip1-
2 phyA-211 dupla mutans pedig a phy4-211 mutanssal megegyezd hipokotil hosszisagl volt
(12. abra C).

Ezek az adatok megerdsitik, hogy a LIP1 nem vesz részt a fitokrom A altal szabalyozott
tavoli vords fényfliggd folyamatokban. A [lip/ mutins vOrés fényben tapasztalhato
fotomorfogenikus fenotipusa a fitokrom B 4ltal szabalyozott jelatviteli ut zavaraval
magyarazhato, melyhez kisebb mértékben hozzajarulnak egyéb fitokromok is (fitokrém C, D,
E). Ezen kivill a /ip] mutans fenotipusa kék fényben a kriptokrom 1 és kriptokrom 2
fotoreceptoroktol fiigg.
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12. sbra. Fényre adott fizinldgiai valaszok fpl-2 mmtinshan

A csirandvényekei folyamatos vords (A), kék (B), tivoli vords (C) fényen neveltik a megadott

fényintenzitasokon 4 napig, majd a névények szik alatti szaranak hosszit mértiik. Az értékeket sététben nevelt

azonos korh pivények szirinak hosszdhoz viszonyitoituk. Az igy kapott énékeket a Rnyintenzitds

figgvényében, logaritmusos skilin dbrizolink. Ahibahatarokat standard hibaként adtuk meg (SE),

mintinként 28-32 ndvényt vizsgaltunk. A B-9 abrafelirat utel a PhyB-9 mutdnsra, az A2 11 a PhyA-211-re.

A lipl mutansok fokozottan érzékenyek az abiotikus stresszre

Hogy tovabbi informéciokat szerezziink a LIP1 fehérje funkcioirdl, megvizsgaltuk hogyan
viselkednek a lip/ mutdns novények kiilonféle abiotikus stressz koriilmények kozott. Azt
tapasztaltuk, hogy 12:12 LD cikluson nevelve fokozott érzékenységet mutatnak a tapkozeg sé
(NaCl) tartalmanak emelkedésére (13. ébra). 100 mM NaCl-ot vad tipusu novények még
képesek toleralni, de a /ip/ mutans csiranévények ndvekedése és fejlddése ekkor mar komoly

zavart szenved.

A lipl-1 mutansok kevésbé érzékenyek sora, mint a /ip/-2 mutidnsok, ami feltehetden
Okotipusok kozotti kiilonbségekkel magyarazhatd, mivel a vad tipusi C24 ndvények is
toleransabbak a sostresszel szemben, mint a Columbia-0 novények. Nemcsak a ndvekedés és
a fejlodés szenved zavart s6 jelenlétében a /ip/ mutans ndvényekben, hanem a csirazasi

képesség is (14. abra B).
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C24 lip1-1 lip1-2

o . . .
50 mi

NacCl

200 mM

NaCl

13. abra. A Lp] mutins nivveényck érzékenyek a tapkizeg sotartalmara

A csirandvényeket 12:12 LD cikluson neveltik 14 napig a feltiinteiett NaCl koncentrdciot tartalmazé MS3
taplemezeken. A lip/ mutdnsok mindkét Skotipus esetében fokozott érzékenységet mutattak & tapkizeg
soOtartalmara.

100 mM
NaCl

150 mv
NaCl

A csirazasi képességet vizsgaltuk a fény/sotét cikluson és a folyamatos sotétben nevelt
novények esetében is. Vad tipust (Col-0) és mutans (/ip-2) ndvények magjait szélesztettiik
MS3 taplemezre, valamint 200 mM NaCl tartalmi MS3 taplemezre. 3 nap 4 °C hidegkezelés
utan a magok 22 °C-ra lettek helyezve 12:12 LD cikluson, illetve 4 ora fehér fénykezelés utan
folyamatos sOtétbe. A lipl-2 mutans nbvények mindkét esetben érzékenyebbek voltak a vad
egy fényfiiggd zavar kovetkezménye (példa'lul a ploidia szint Véltozéséé), viszont a fejlodést

minden esetben gatolja.
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14. dbhra. Sastressz hatisa a csivizasra lipl-2 és Col-0 novényekhen

Vad tipusii (Col-0) és mutins (lp f-2) nivények magjait szélesztentiik MS3 tiplemezre (A), valamint 200 mM
NaCl tartalmi MS3 tiplemezre (B). 3 nap 4 °C hidegkezelés utin a magok 22 “C-ra lettek helyezve 12:12 LD
cikluson (telt szimbélumok), illetve 4 6ra fehér fény kezelés utén folyamatos sététhe (iires szimbdlumok). A
{ip1-2 mutansi a piros szin jeldli, a Col-0-t pediga kék.

A lipi-2 mutinsok csirizisi képessége 56 tartalmi tapialajon rosszabb, mint a vad tipusé a vizsgilt
fényviszonyok kozitt.

A kovetkezo kisérletben azt vizsgaltuk, hogy van-e 0sszefiiggés a lip/ mutansban mérhetd
rovid periddus és a soérzékeny fenotipus kozott. A méréshez a ndvényeket 12:12 LD cikluson
neveltlink 7 napig 100, illetve 50 mM NaCl-dal kiegészitett MS3 taptalajon, majd folyamatos
gyenge fehér fénybe helyeztiik 4t dket 5 umol foton m™ s intenzitason, szintén 100, illetve
50 mM NaCl-dal kiegészitett MS3 taptalajon. A CCR2:LUC markergén ritmikus
kifejez0dését meértiik. A lip1-2 mutacio altal okozott rovid periddusu fenotipust a sokezelés

nem befolyasolta (5. tdblazat).

Vonal NaCl | Periédushossz (pra) | +SEM
Col-0 - 2594 0.17
Cal-0 50mM 25.78 0.19
lipl-2 - 24.56 0.08
lipt-2 | somM 24.7 0.26
Col-0 - 25.32 048
Col-0 | 100mM 25.81 0.32
lipl-2 - 24.06 0.37
lipt-2 | 100mM 24.3 0.51
5. tiblizat. A sostressz nines hatissal a p-2 muticié okozta periddus rividiilésre

A novényeket 12:12 LD cikluson neveliiink 7 napig 100 illetve 50 mM NaCl-dal kiegészitett MS3 tiptalajon,
majd folyamatos gyenge fehér fénybe (5 pmol foton m™ s™) helyeztitk 6ket, szintén 100 illetve 50 mM NaCl-dal
kiegészitett MS3 tiptalajon. A CCR2: LUC markergén ritmikus kifejezddését mériik. A periddushossz mérésta
BRASS2 program segitségével végeztiik. A Jip/-2 mutaci6 Altal okozott rHvid periddosma a sokezelés nem volt
hatassal.
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A csirazas gatlasa mellett a magas NaCl koncentracio zavart okoz a gyokér fejlodésében is.
A novényeket 7 napig neveltiikk 12:12 LD cikluson MS3 taptalajon, majd athelyeztiik 6ket

crer

hogy a gyokér ndovekedését a s6 erdteljesebben gatolja /ip/ mutansban, mint a vad tipusban.

15. dbra. A si gitolja a fipl nivények gyikérfejlidését
Col-0, lipl-2, C24 &s lipl-1 novényeket 7 napig neveltiink

12
% 1 12:12 LD cikluson, majd eltérd NaCl tartalomi, figgtleges
£ os helyzeth lemezekre helyeztik dket A gydkérhosszi az
%u athelyezést kijvetd 7. napon mértik. Az &rtékeket sdmentes
:o i taptalajon nevelt névények gybkérhosszira normalizaltuk.
E 02 - A hibahatdrok a standard hibét jelélik (SE), a minfaszim
@ ) mérésenként 17-20 volt.

] 50 100 150
NaCl (mAf)

A magas sokoncentracid ozmotikus és ionikus stresszt is jelent a novények szamara. Az
ozomotikus stressz korai stresszvalasz gének indukciojahoz vezet. Ilyen gének az RD294,
RD29B és a RABI1S. Az ionikus stressz (emelkedett Na" koncentracio a sejten beliil) pedig az
SOS2 indukciéjat idézi eld, ami egy Na'/H antiporter, az SOS1 aktivatora (Batelli és mtsai,
2007). Hogy megvizsgaljuk a LIP1 részt vesz-e¢ ezekben a folyamatokban, 7 napos 12:12 LD
cikluson nevelt lip/-2 mutans és vad tipusu novényeket helyeztiink 200 mM NacCl tartalmu
taplemezre. 3 oranként mintat szedtiink és valos idejli PCR segitségével vizsgaltuk az RD29A4
(Yamaguchi-Shinozaki és Shizonaki, 1993), RD29B (Yamaguchi-Shinozaki és Shizonaki,
1993), RABI18 (Ciereszko ¢és Kleczkowski, 2002) és SOS2 (Batelli és mtsai, 2007) gének so
indukalt kifejezodését. A 16. abra mutatja, hogy nem volt jelentds kiilonbség az indukcio
kinetikajaban ¢és mértékében egyik gén esetében sem a mutans €s a vad tipus kozott. Ezek az
adatok arra engednek kovetkeztetni, hogy a LIP1 szerepe elhanyagolhaté a sé érzékelés
jelatviteli folyamatdban és a vizsgalt sostressz altal indukélhaté gének transzkripciojanak
aktivaciojaban. Lehetséges azonban hogy a LIP1-nek nem transzkripcids szinten, hanem
példaul poszt-transzlacios modositasok, vagy a sejten beliili elhelyezkedés valtoztatasanak

szintjén van szerepe ezen komponensek esetében.



Eredmények 56

>
w

60 - --Col-0 50 4~ Col-0
50 - ] --?o;-g-rNaCI - -= Col-0 +NaCl
8 - 2 401 lipt-2
E 40 - = lip1-2+NaCl & — P
9 3¢ {-= lip1-2 +NaCl
= 30 g _
8 20 1 & 20 -
10 - 10 -
o T g 0 .. = =
0 3 Id'?ﬁ ’ 9 12 0 3 e ?m) 9 12
0 (ora 4]
C Ds- --Col-0
-= Col-0 +NaCl
40 +Col-0 2.5 1 <~ lip1-2
@ (=Col-0 +NaCl o 27 - lip1-2 +Nal
230 1. lip1-2 2 1.5 -
8 |alip1-2+NaC S
2201 S 157
[ ) ' ‘ - I
10 - 0.5 -
o - = n T T T T
0 6 9 12 0 3 6 ] 12
Idd (6ra) Id8 (6ra)
16. abra. A LIP1 hatasa a séstresszel indnkalhaté gének expresszidjara

Vad tipusi és fipf-2 muians nivénycket nevelifink 7 napig 12:12 LD cikloson, majd helyeztink at 200 mM
Na(l tartalnvi tiptalajra 0 idbponthan. Mintaszedés a jeldlt idGpontokhan thitént. RD294 (A). RD298 (B},
RABIS{C) ésa SOS2 (D) gének kifejezBdését vizsgaltuk valds idejii PCR segitségével.

Az érickeket TURU/LIN szintjére normalizaltuk. Két figgetlen mérés eredményeinck atlagit dbrizolink.

A hihahaidrok a standard hibdi (SE) jelzik.

Megvizsgaltuk hogyan képesek fejlédni a lip/-2 mutans novények kiilonféle ionikus (K,
Cs*, Li2+), ozmotikus és homérsékleti stresszhatasok alatt, valamint hogyan valtozik a
fejlodés, illetve a csirazas ABA hatasara, ami bizonyos stressz-valaszutak fontos szabalyozo
eleme. Az ionikus-stressz vizsgalatok sordn azt tapasztaltuk, hogy a /ip/ mutansok 12:12 LD
cikluson nevelve fokozott érzékenységet mutatnak a tapkozeg CsCl, (10 mM), KCI (150 mM),
LiCl, (20 mM) tartalmdra egyarant (17. dbra). Ez arra utal, hogy a /ip/ mutdnsban nem
specifikusan a natrium érzékenység szenved zavart, és részben magyarazza, hogy a valos
idejii PCR vizsgalatok soran miért nem tapasztaltunk eltérést az SOS2 indukcidjaban. Az
ozmotikus stresszre adott vélaszt 250 mM mannitolt tartalmazd taplemez segitségével
vizsgaltuk. A lipl-2 mutansok ebben az esetben is érzékenyebbnek bizonyultak a vad tipusnal
(17. abra). A hémérséklet stressz soran ismételten azt tapasztaltuk, hogy a lip/-2 mutans
novények fokozottan érzékenyen reagalnak a homérséklet emelkedésére. Ezen kisérlet soran a
novényeket 7 napig neveltiik 12:12 LD cikluson 22 °C-on, majd 2 napra 37 °C-ra helyeztiik at
6ket. A 2. nap elteltével a novények visszakeriiltek 22 °C-ra tovabbi 7 napra. A lipl-2
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mutansok nem ¢élt¢k tal a kezelést, viszont a vad tipusu novények normalis fejlddést mutattak

a 16. napon (17. ébra).

T
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17. abra. lonikus, ocemotikus és hiimérsékleti stressz hatisa a fipl-2 mutans néivényekre

Col-0 és lipJ-2 mutins nivényekeineveltiink 14 napig 12:12 LD cikluson

{A) 150 mM KCL {B) 10 mM CsCL,, {C) 20 mM LiCl,, {I2) 250 mM manniiol tartalnmi MS3 tdplemezen.

(E) Ahémérséklei siressz vizsgilatihoz andvényeket 7 napigneveltik 12 :12 LD cikluson

22"C-on, majd 2 napra 37 "C-ra helyeztiik it Sket. A2 nap elizltével a ndvények visszakeriiliek 22 “C-ra tovibbi 7

napra. A lipl-2 mutansok a vizsgialt kiiriilmények kozitt érzékenyebhnek bizonyultak a stresszhatisokra a vad

tipusnal.

Az ABA amellett, hogy fontos szerepe van stressz jelatviteli utak szabalyozasaban,
csirazast gatld hatdssal is bir. Ezért megvizsgaltuk, hogy /ip/-2 mutins ndvények hogyan
képesek csirdzni 0.3 és 0.5 mM ABA tartalmu tdplemezen. Azt tapasztaltuk, hogy a lipl-2
mutansok csirazasi képessége sokkal rosszabb ABA tartalmu taplemezen, mint a vad tipusé (6.
tablazat). A LIP1 negativan szabalyozza az ABA jelatvitel ezen agat. Az RD294 és RD29B,

valamint a RABIS8 az ABA-fliggd jelatviteli itvonal komponensei, kifejezddési mintazatuk

azonban nem valtozott a /ip/ mutansban a vad tipushoz képest (16. abra).

Ezek a mérési eredmények arra utalnak, hogy a LIP1 tobbféle stresszfolyamatban is részt
vesz, ¢s feltehetden egy olyan cirkadian o6rat szabalyozo6 elem, amely dsszekottetéssel bir a
cirkadidn Ora és a stressz folyamatok kozott. Egyre tobb cirkadian 6ra komponensrél dertilt ki
a kozelmultban, hogy szerepet jatszik kiilonféle stresszfolyamatok szabalyozasaban, illetve
Osszekottetést biztosit az dra és a stressz-valaszok kozott, hogy a novények a legmegtelelobb
idépontban legyenek felkésziilve az ket varhaté mdodon érd stresszhatasokra (pl. hidegstressz

hajnalban, szarazsagstressz délben) (Sanchez és mtsai, 2011).
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Csirdzisi ariny (%) | fip1-2 Col-0 kipl-I 24
kontrol 90+/-5 97+/2 914/-5 96+/-2
0.3 1M ABA 25+/-3 92.5+/4 66+-12 78.5+-8
0.5 1M ABA 9.24-15 BS+-2 55+/4 65+/-2

6. tiblizat. Cxirizisi képesség vizegilata ABA hatisdra lipf mutinsokhan

Col-0, fipi-2,C24 és lipl-1 nivények magjait 4°C-on hidegkezelik 3 napig, majd 22°C-on ABA iartalmii tiplemezen
folyamatos gyenge fehér fnybe helyeziik. A 4. napon vizsgiluk a cairdzisi képességet . Mind a lipl-2, mind a finl-1
rosszabb csirizisi képességet mutatott mint a vad tipus.

A LIP1 sejten beliili elhelyezkedése

A sejten beliili elhelyezkedés modositasa

Korabban mar kimutattuk, hogy a LIP1 fehérje a citoplazmaban és a sejmagban is
egyarant jelen van, valamint hogy eloszlasat sem a fényviszonyok, sem a cirkadian 6ra nem
befolyasolja (Kevei és mtsai, 2007a). Felmeriilt a kérdés, hogy a fent emlitett pleiotrop
fenotipusok kothetdek-e sejten beliili elhelyezkedéshez, ezért olyan novényeket allitottunk eld,
amelyek a /ip/-2 mutans hattérben YFP-LIP1 fazids fehérjét fejeznek ki nuklearis
lokalizacios szignallal (NLS), illetve nukledris export szignallal (NES) ellatva (18. dbra A).
Olyan transzgenikus vonalakat valasztottunk ki a tovabbi kisérletekhez, amelyekben a
kifejezodési szintek Osszemérhetéek voltak (18. abra B). A LIP1 fehérje mennyiségi
vizsgalatat immunoblot modszerrel végeztiik. A novényeket folyamatos fehér fényen (50
umol foton m™ s7) neveltik 4 napig a mintaszedést megelézéen. A LIP1 fuziés fehérjék
sejten beliili elhelyezkedését epifluoreszcens mikroszkopiaval vizsgaltuk. A novényeket 10
napig neveltiik 12:12 LD cikluson a mikroszkopizalast megel6zéen. Az YFP-LIP1 fuzios
fehérje detektalhato volt a sejtmagban €s a citoplazmaban is, az YFP—LIP1-NLS a sejtmagban
volt jelen, mig az YFP-LIP1-NES esetében az YFP jel a sejtmagban nem volt kimutathat6
(18. ébra C).
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A 18. dbra. YFP-LIP1 fiiziis fehérje sejten heliili lokalizicidjdnak
médositisa
35S ¥FP-LIPT SE {A) LIP] fizids konstrukeiok sematikus dbnja.
I55-YFR-LIPI-NLS YFP: yellow fluorescent protein; NLS: magi lokalizicids szignal;
NES: magi export szignil. A kifejezfdést dohanymozaik virus 358
358:YFP-LIP1-NES .
promotere biztositja.
B {B) LIP] fehérje mennyiségi vizsgilata immunoblot médszerével
1 2345 A névényeket folyamatos 50 pmol foton m” 5 intenzitisd fehér
kDa
198: — fényen neveltik 4 napig a mintaszedést megelzden.
55— .
e YEP {1) Nem transzformakt Col-,
25 {2) YFP-t 35S promoterrdl kifejezé Col-0, valamini

{3)YFP-LIPI,

() YFP-LIP1-NLS,

{5) YFP-LIP1-NES fizids tehérjét kifejezd lipd-2 mutins.

Két egyforma géli  blottolunk és kezeltink YFP illetve aktin
(mACT) specifikus cllenanyaggal. A bal oldalon lathaté fehérje
molekulasily marker az YFP-specifikus jelek méretét mutatja.

{C) YFP-LIPI fiizids fehérje sejten belfili elhelyezkedése.

A nbvényekei 10 napig nevelitk 12:12 LD cikiuson a
mikroszkopizilist megeldzien. A bal oldalon az epiflnoreszcens
képek, a jobb oldalon a referencia képek lathatoéak Y FP-LIP1, YFP-
LIPI-NLS és YFP-LIPI-NES fizios fehérjéket kifejezd lipf-2
ndvények szirinak brszoveti sejteirsl.

Askila 10 ym-tjelsl, nu: sejimag.

_-———-|I!ACT

YFP-LIP1-NES YFP-LIP4-NL8  YFP-LIP1 )

A LIP1 fehérje sejtmagi elhelyezkedése esszencialis a cirkadian funkcio ellatasahoz

A kivalaszott transzgenikus vonalakban vizsgaltuk a ploidia, s6, fotomorfogenikus és
cirkadian fenotipusok komplementalhatosdgat. A novényeket folyamatos fehér fényen (80
umol foton m? s™) neveltiik 7 napig a ploidia méréshez. A 19. A 4bra mutatja, hogy a lip!
mutans hattérben kifejezett YFP-LIP1, YFP-LIP1-NES és YFP-LIP1-NLS fuzios fehérjék
képesek helyreallitani a mutacio altal okozott ploidia szint valtozast. Legjobban szemlélteti
ezt a 16C DNS tartalm magok aranya. A ploidia szinthez hasonldan, a jellegzetes karéjos
sejtalak is helyredllt a sziklevelek epidermisz sejtjein a komplement4lé vonalakban (19. dbra
B). A sejtalakot 7 napig folyamatos fehér fényen ndtt ndvények sziklevelének felszini

borszdveti sejtjein vizsgaltuk.
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19. dbra. A ploidia és a hérsziveti sejtalak fenotipns komplementéldsa LIPL fazids fehérjékkel Hpf-2
héttérben

Andvényeket folyamatos fehér fényen (80 umol foton m™ s™) neveltiik 7 napig a vizsgilatokat megeldzden.

{A} Ploidia szintek Col-Q, lip/-2 muténs és YFP-LIP1, YFP-LIP1-NLS vagy YFP-LIP1-NES fiizios fehérjéket
kifejezd lipf-2 mutdns ndvényekben. Mérésenként 4 parhuzamos mintét vizsgiltunk.

Ahibahatirok a standard eltérési (SD) jelolik.

{B) A szikleveleket fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk, kivéve az YFP-LIPI-NLS vonalat, ahol
fénymikroszkopot hasznaltunk. Mivel a fluoreszeens jel ebben a vonalban a sejimagra korlatozédik és nem
rajzolodik ki emiati a sejick koninrja, A kis képen lathaio a finoreszeens és a fenymikroszkopos kép atfedése.
Askila a felsd sorban 13, az alst sorban 50 pum-t jelél.

A fiiziés fehérjékkel mindkeét vizsgalt fenotipus komplementathaté volt.
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Vizsgaltuk a fuziés fehérjéket kifejezé novényvonalak sotiird képességét is. A kontroll és
a fuzios fehérjéket kifejezd lipl-2 mutans novényeket 14 napig neveltiik 100 mM NaCl-ot
tartalmazé taplemezen.. Az YFP-LIP1, YFP-LIP1-NLS, YFP-LIPI-NES fuzios fehérjéket
kifejez6 lip1-2 mutans novények képesek voltak toleralni 100 mM NaCl-ot a tapkdzegben,

akarcsak a vad tipust névények (20. abra).

YFP-LIP1 - YFP-LIPI -
Col-8 fipI-2 YFP-LIP1 NLS NES

Kontroll

20. dbra. A LIP1 fizids fehérjékkel komplementilt Zipi-2 ndvények nem tilérzékenyek sistresszre.

Col-0, fipi-2, valamint YFP-LIP1, YFP-LIP1-NLS, és YFP-LIP1-NES fiiziés fehérjéket lip/-2 muténs hattéren

kifejezd névényeket 12:12 LD cikluson neveltiink 22°C-on 14 napig MS3 és 100mM NaCl-al kiegészitett MS3

taptalajon. A komplement#lé konstmkeidkat hordozd mutins vonalak egyike sem mutaiott a vad tipusnsl
nagyobb mériékii érzékenységet a tipkdzeg sétartalméra.

A fotomorfogenikus fenotipus vizsgéalatahoz a fizids fehérjéket lipl-2 hattérben kifejezo
csirandvényeket kiillonbozd intenzitdsi monokromatikus vords (21. abra A), kék (21. abra B),
tavoli vords (21. dbra C) fényen neveltiik 4 napig, majd a ndvények szik alatti szaranak
hosszat mértiik. A szik alatti szar hossza nem tért el szignifikansan a komplementalod vonalak
esetében a vad tipustol voros, kék, illetve tavoli vords fényben sem. A mérési eredmények
alapjan a LIP1 fehérje kompartmentalizacioja nem sziikséges ezekben a funkciokban betdltott
szerepéhez. Vagyis nem zarhaté ki, hogy az a minimalis mennyiségli fehérje, ami az
NLS/NES motivum ellenére is a citoplazmaban/sejtmagban helyezkedik el, elegendé a sikeres

komplementalashoz.
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21. dbra. lipi-2 mutins fotomorfogenikus
gu fenotipusinak komplementilisa LIP1 fizids
;“ fehérjéikel
5“ Hipokotil megnyiilas fenyvalasz gdrbéje
0.2 {A) folyamatos viris ,
@ T d (B)kék,
1 10 100 R
Virgs fényerdsség (umol foton m* s*) {C) tavoli-vbrds fenyben.
Col-0, lipl-2,
B valamint YFP-LIP1, YFP-LIP1-NLS és YFP-LIP1-
1 NES fiizios fehérjéket lipl-2 hattérben kifejezd
g“ I névényeket neveltitk a megadott fényintenzitasokon
-:M 1 négy napig, majd a novények hipokotilhosszit mériiik.
04 Az értékeket sotéthen nevelt azonos kori nivények
'Eo_z 1 sziranak hosszihoz viszonyitottuk, Az igy kapott
0 énéket a Bnyinienzitds fgevényében, logaritmusos
0.1 1 10 190 skilan dbrazoltuk.
Kék fényerSaség (umel foton m* s™)
A hibahatérokat standard hibaként adink meg (SE),
c coa amintaszim 28-32 voli ménési pontonként.
- E
1 = lpt-2 A fényviszonyoktdl fiiggetieniil nem tapasztaituni
g“ | +$$m szignifikans eltérést a vad tipus &s a fizibs fehérjéket
0.6 - i -
; pp—— kifejezd vonalak koziitt.
w4
Zoz _
o . .
2.1 1 10

Tavoeli vords fényerdsség {umol foten m™ s™)

Teszteltiik a cirkadian fenotipus komplementalhatosagat is. A fuzids fehérjéket kifejezd

lip1-2 mutans novényeket 12:12 LD cikluson neveltiink 7 napig, majd folyamatos 3 pmol

-2 -1
foton m™ s

intenzitast vords fénybe helyeztik at. A CCR2:LUC markergén ritmikus

kifejezddését mértiik. Az YFP-LIP1 és YFP-LIP1-NLS fuzios fehérjéket kifejez6 lipl-2

mutansok esetében a mutacidé okozta rovid periddus nem lathatéd (22. dbra A és B; 7. tdblazat),

mig az YFP-LIP1-NES-t kifejez6 vonalak esetében a periodus a lip/-2 mutansban mérhetd

periddushosszal egyezett meg (22. dbra C, 7. tablazat).
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22, dhra. lipi-2 mutins cirkadiin
fenotipusdnak komplementiliss LIP1 fiizids
fehérjékkel
Col-0, fipi-Z, valamint

=Colo (D) YFP-LIPL,

-= fipt-2
= YFP-LIP1 {E) YFP-LIP1-NLS,

b
= W]
N f

24 48 72 98 120 (F) YFP-LIPI-NES fuziés fehérjéket kifejezt
1di (6ra)

lipl-2 mmidns nivényeket 12:12 LD cikluson
nevehiink 7 napig, majd folyamatos 3 pmal foton
m* 5" intenzitisi vords fénybe helyeztiik at.

A CCR2:LUC markergén ritmikus kifejezbdését
mértik, a feltintetett érbékek az dtlagm letick
normalizilva.

Harom fiiggetien transzgenikns vonalat mértfink
minden konstrukciéra nézve ugyannzzal sz
eredménnyel. Az YFP-LIP] és YFP-LIPI-NLS
fizi6s fehérjék teljes mértékben képesek voltak
helyredllivani a rivid periddus( fenotipust, mig az
YFP-LIP1-NES esetéhen komplementacié nem

ol N
- @ N ow

o
[* ]

Normalizélt lumineszcencla UJ Normalizélt lumineszcencia I

Normallzéit lumineszcencla &)

48 72
1d5 (éra)

A cirkadian ora szabalyozéasaban betoltott szerepének ellatasahoz a LIP1 fehérje jelentds
részének sejtmagi elhelyezkedése elengedhetetlen. Ez a megfigyelés arra enged kovetkeztetni,
hogy a LIP1 cirkadian Ordban betoltott szerepe kiilonvalaszthatdo a fejlédésben,

endoreduplikacidban, stressztolerancidban, illetve fotomorfogenezisben betoltott szerepétol.

Vonal Periddushossz (6ra) | + SEM
Col 29.95 0.28
lipl-2 27.37 0.77
YFP-LIP1 29.74 0.36
YFP-LIP1-NLS 29.33 0.7
YFP-LIPLNES 27.42 031

7.tabldzat. A cirkadién fenotipus komplementalisa LIP1 fazids fehérjékkel

A ndvényeket 12:12 LD cikluson neveltik 7 napig, majd 5 pmol foton m™ s intenzitdsi folyamatos voras fénybe
helyeztiik Sket. A CCR2:LUC markergén ritmikus kifejezddését méniik. A periédushossz mérést a BRASS2
program segitségével végeztiik. Az YFP-LIP1 és YFP-LIP1-NLS firziok komplementzltdk a rovid periddust, mig
az YFP-LIP1-NES fizié nem.
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A LIP1 szerepe a cirkadian ora szabalyozasaban
A kimeneti elemek idobeli mintazatanak vizsgalata

A cirkadidan oOra tanulmdnyozésanak legaltalanosabb modja, ha valamely kimeneti
elemének idébeli mintazatat figyeljiik. A {6 6rakomponensek promotereit (CCAI, LHY, G,
PRRY9) kimeneti elemként haszndlva megvizsgaltuk, hogy a LIP1 hidnya milyen véaltozast
okoz. Korabbi vizsgalatokbol mar ismert volt, hogy a LIP1 hidnydban révid periddus
figyelheté meg a reggel kifejez6d6 CAB2 (CHLOROPHYLL A/B-BINDING 2) és az este
kifejez0d6 CCR2 (COLD- AND CIRCADIAN REGULATED 2) altalanosan hasznalt kimeneti
elemek esetében (Kevei és mtsai, 2007a). A promoterek miikodését a szentjanosbogér
luciferaz enzim aktivitdsanak nyomonkdvetésével vizsgaltuk in vivo. CCAI1:LUC, LHY:LUC,
GI:LUC, PRRY9:LUC markergének kifejezodését teszteltik Col-0 és [lip/-2 mutans

novényekben.

A markergének miikodését gyenge vords fényben kovettiik nyomon luminométerrel. A
lipl-1 révid periddusa ilyen koriilmények kozott mar szembetlind (Kevei és mtsai, 2007a).
Minden markergén esetében a CCR2:LUC ¢s CAB2:LUC markergéneknél mar korabban leirt
rovid periodust tapasztaltuk (8. tablazat). Ezek az eredmények azt is bizonyitjak, hogy a LIP1
nem egy mellékszabalyozokor része, mivel hidnya tobb kiilonb6zé kimenetet is hasonld

modon érint.

]
Vonal Kimenet P eriidus hossz ‘nrnl + SEM
Col CAB 26.71 0.25
ipl-2 23.41 0.29
Col CCR2 27.01 0.51
lipi-2 25.42 032
Col0 CCAl 26.71 0.54
lipi-2 23.88 0.65
Col LHY 264 0.28
lipl-2 24.63 0.23
Col al 26.28 0.45
lipl-2 25.75 035 |
Col0 PRRY9 26.78 0.46
lipi-2 23.98 0.45

8.tiblizat. Oragének kifejezédésének mintizata Hpi-2 mutinshan

A nbvényeket 12:12 LD cikluson neveltiink 7 napig, majd 5 pmol foton m™® s intenzitési folyamatos viiris
fénybe helyeziiik fket. A feltintetett markergének ritmikus kifejezfdésér mérik. A peribdushossz mérést a
BRASS2 program segitségével vépeziiik. Minden kimeneti gén esetében a periddus a 2ip /-2 mutdnshan révidebb
volt mint a vad tipusban.
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RNS szintu vizsgalatok

A jelenlegi modell szerint a novényi cirkadidn 6ra az oragének transzkripciojan és az
az Oragének mRNS szintjének valtozasa sziikséges a ritmikus mintdzat 1étrehozasdhoz
(McWatters és Devlin, 2011). Az mRNS szint valtozasanak ezek szerint hatdssal kellene
lennie a periddusra és a beallithatosagra is. Szamos olyan kisérleti eredmény 1étezik azonban,
amelyek szerint az mRNS szintll szabalyozds nem Iényeges a ritmus Ilétrehozésa
szempontjabol, hanem csak kiegészitd szerepe van (Harmer és Kay, 2005). Egyre tobb olyan
oraelemet azonositanak, amelyek nem a transzkripcio szintjén befolyasoljak az éra mitkodését

(Kim ¢és mtsai, 2007; Martin-Tryon és Kay, 2008).

crer

az nem allitja meg az orat, mert a tobbi hurok bizonyos mértékben képes azt tovabbvinni
(McWatters ¢és Devlin, 2011). Az mRNS szintekben bekdvetkezd valtozdsok azonban
jellemzdek lehetnek egy-egy hurokra, igy egy elrontott génrél meg lehet mondani, hogy
melyik hurok miikddésére van hatassal. Annak kideritésére, hogy milyen hatassal van a LIP1
a kozponti oraclemek mRNS mintizatara, megvizsgaltuk a reggeli CCAI és PRRY, valamint
az esti TOCI és GI gének idobeli kifejez6dését lipl/-2 mutans hattérben. A CCAI, PRRY,
TOCI és a GI mRNS szintjét 12 6ra s6tét/12 éra gyenge fehér fény (5 pmol foton m™? s™)
cikluson nevelt csirandvényekben mértiik valos idejii PCR segitségével. A kifejezddési szint
maximuma jelent6sen lecsokkent a CCA1 és TOC1 gének esetében a /ip/-2 mutansban (23.
abra A és B). A GI és a PRRY gének kifejezddésének mintdzata nem valtozott szamottevéen a
mutansban a vad tipushoz képest (23. abra C és D). A lip] mutaci6 a fenntiek alapjan negativ
hatéssal lehet a TOCI transzkripciojara, ami viszont a CCA! transzkripcidt serkentené, ez

magyarazza, hogy a /ip /-2 mutansban mindkettd csokkent kifejezddést mutat.
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23, ibra. Akfzpontidragénck mRNS szintjének idibeli viltozisa diurnilis kiriilmények kiizbtt

Andvénycket 12 dra s6t6¢/12 ora gyenge fehér fény {5 pmol foton m™ s cikInson neveliik 9 napig, majd 3 éréanként
mintit vettiink beldliik 30 6rin keresztil, amibfl fasz-RNS-t tisztitotiunk. A kdzponti bragének mRNS-szintjét valds
idejii PCR sepitsépével hathroziok meg, az éridkeket a TUBULIN mRNS szintjéhez viszonyitva dbrizoluk. Az x
tengelyen a fehérsivok a nappalt, a fekets sav asGiétet jeldli, 0-24 ara egy fény/s6tét eiklus,

{A) CCA I freggeli gén), (B) TOC! (esti gén), (C) GI {esti gén), (D) PRR? (reggeli pén) géneket vizsgihuk.

A maximélis kitérés csikkenése tapaszialhat a CCAZ és TOC! gének esciében. Ez arm utal, hogy & vizsgélt
koriilmények kdzbita LIP1 részivesz ezen dragének mRNS szintjének szabalyozdsdban.

Episztatikus génkolcsonhatasok vizsgalata

A kovetkezo kisérletsorozatban gének kozotti kolesonhatasokat (episztatikus hatasokat)
vizsgaltunk a LIPI ¢és kozponti oragének kozott, hogy tobbet tudjunk meg arr6l, mely
orakomponenseken keresztiil befolyasolja a LIP1 a cirkadidn o6ra mikodését. A
vizsgalatokhoz a CCAI, GI, TOCI, PRRY, PRR5 6ragéneket valasztottuk ki és a ccal-1, gi,
tocl-4, prr9-1 és prr5-1 Columbia-0 hatteri mutansokat haszndltuk fel, hogy kétszeres
mutansokat hozzunk Iétre. A ndvényeket 12:12 LD cikluson neveltik 7 napig, majd
lumineszcencia méréseket végeztink a CCR2:LUC markergént hasznalva (kivéve a tocl-4
esetében, ahol a CAB2:LUC markert hasznaltuk). Kiilonb6z6 monokromatikus fényforrasokat
¢s kiilonboz6 fényintenzitasokat alkalmaztunk, hogy olyan optimalis fénykoriilmények kozott

tudjunk vizsgalddni, ahol mindkét mutécio fenotipusa megbizhatdan érvényestil.
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24, abra. Jelzigének kifejezidési mintdzata fipl-2 és oragén kétszeres mutinsokban

Andvényeket 12:12 LD cikluson neveltiik 7 napig, majd

(A, C)folyamatos vérds fénybe (16 umol fotonms™)

(D, E) folyamatos kék fénybe (10 pmol foton m?s™)

(B) folyamatos gyenge viirds fénybe (1 pmol foton m? 57} helyeztiik 6ket. A markergének miikiidését 4 napig kévettiik
nyomon lnminométerrel.

{A, C, D, E} CCR2:LUC markergént &s { BY CAB:LU/C markergént haszndliunk. A fipI-2 mutaciot(A) ceal-1,(B)iocl-4,
{C) prv5-1, (D) prr9-I &s (E} gi muticidkkal kombindluk. A két muticié dltal okoziott hatas egyediil a fipf-2 gi
duplamuidnshan nem adddoit Sesze, chbdl arra kdveikeztethetiink, hogy & LIP1 a GI drakomponensen keresztiil hat a
cirkadin dra miikixiésére.

2 -1

A ccal-1 mutécio rovid peridodust okoz 35-40 umol foton m™ s vords fényben (Alabadi
¢s mtsai, 2002). A lipl-2 mutacidé okozta peridodus rovidiilés tudjuk, hogy gyenge voros
fényben erételjesebb, mint erés vordsben, ezért olyan tartomanyt kellett valasztanunk ahol
még mindkét mutacid okozta periddus rovidiilés megbizhatoan mérhetd. A kisérletet 16 pmol
foton m? s vords fényben végeztiik. A dupla mutins esetében azt tapasztaltuk, hogy a

periddus révidebb, mint barmelyik egyszeres mutans esetében, vagyis a két mutacid hatdsa
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Osszeadodott a kétszeres mutdnsban, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a két mutacio
egymastol fiiggetleniil fejti ki hatasat (24. abra A és 9. tablazat). A prr5-1 mutéacid koriilbeliil
1 6ras periddus rovidiilést okoz 15 pmol foton m? s véros fényben (Eriksson és mtsai, 2003).
A dupla muténs vizsgalatahoz ebben az esetben is 16 pmol foton m™? s' voros fényt
alkalmaztunk, és a génkolcsonhatasrol ugyanazt a kovetkeztetést tudtuk levonni, mint a ccal-

1 esetében (24. abra C és 9. tablazat).

A prr9-1 mutansok vizsgalatakor a vords fényt nem tudtuk alkalmazni, mert a prr9
mutacid altal okozott hosszl periddusu fenotipus nem tiint szignifikansnak ilyen koriilmények
kozott. A kétszeres mutansok vizsgalatira alkalmasabbnak bizonyult 10 pmol foton m™ s
kék fényt hasznalnunk. Ilyen korilmények kozott a prr9-1 éltal okozott enyhén hossza
periddus erdteljesebb, mint vords fényben (Erikkson és mtsai, 2003), valamint a /ip/-2 révid
periddusa is jol mérhetd. A dupla mutidns kombinacid esetében koztes fenotipust tapasztaltunk,
a periodus hosszabb volt a lip /-2 mutansénal viszont rovidebb a prr9-1 egyszeres mutansénal

(24. 4bra D , 9. tablazat). Vagyis a mérések alapjan a LIP1 nem ezen a komponensen

keresztil hat az 6rara.

A focl-4 mutans esetében gyenge vords fényben (1-10 pmol foton m? s™) révid periodust
figyeltek meg (Somers és mtsai, 1998b). A mérést 5 pmol foton m™ s vorés fényben
végeztiik, ahol mind a két mutacio altal okozott rovid periodus mérhetd. Szerencsésebbnek
bizonyult a gyenge fényviszonyok miatt a CAB2 promotert hasznalnuk kimeneti elemként. A
dupla mutdnsban mindkét egyszeres mutdnsndl rovidebb periddust tapasztaltunk, vagyis a két
mutdcié hatdsa 0Osszegz6dott, ami ismételten arra utal, hogy a LIP1 nem ezen az

orakomponensen keresztiil fejti ki a hatasat (24. abra B és 9. tablazat).

A gi mutans esetében olyan intenzitasu kék fényt (10 pmol foton m? s™) alkalmaztunk
(Martin-Tryon ¢és mtsai, 2007), ahol mérhetd volt a gi altal okozott rovid periddus és
amplitudé csokkenés, valamint még a /ip-2 rovid peridodusa is. A kétszeres mutansban a két
mutacio altal okozott rovid periodus nem adddott dssze, a gi egyszeres mutanséhoz hasonlitott
periddus, valamint a gi 4ltal okozott jellegzetes amplitudd csdkkenés is tisztan kivehetd volt
(24. abra E és 9. tablazat). Ezen mérések alapjan arra kdvetkeztethetiink, hogy a GI egy olyan
orakomponens, amin keresztlil a LIP1 befolyassal bir a cirkadian orara. Ekozott a két gén
kozott episztatikus kolcsonhatas figyelheté meg. Az episztatikus gén a GI, amelynek
funkcidvesztése nem engedi érvényre jutni a masik gén, a LIP] (hiposztatikus gén) hatdsat a

fenotipusban.
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Vonal Periodushossz (6ra) | +SEM | Fényviszonyok
Col-0 27.4 0.38 visris
lipl-2 25.48 0.54
ccal-1 26.79 0.65
lipl-2 ccal-1 24.5 0,18
Col-0 27.76 0.52 gyenge virds
lipl-2 25.4 0.26
tocl-4 26.28 0.38
lipl-2 toci4 24.86 041
Col-0 26.27 0.46 r—
lipi-2 24.3 0.69
pres-1 24.6 0.61
lipl-2 prr5-1 235 0.20
Col-0 26.05 0.66 kék
lipi-2 24.22 0.19
prr9-1 28.2 0.62
lipl-2 prr9-1 27.2 0.24
Col-0 26.71 0.25 kék
lipi-2 23.41 0.29
g 24.91 0.23
lipl-2 gi 24,72 0.51

9. tdabldzat. Periddushossz analizise lipI-2 s dragén kétszeres mutinsokban

A ndvényeket 12:12 LD ciklusokon neveltiik 7 napig, majd lumineszcencia méréscket végeztiink a CCR2:1LUC
markergént hasznélva (kivéve a foc /-4 , abol a CAB2:LUC markert haszniliok), a feltiintetett monokromatikos
Enyforrisokai hasznilva. A periddushossz érékek jol mmiaijak, hogy a két mutacio okozta viliozis a fipl-2 gi
dupla muténs esetében nem adodott Hasze.

Tovabbi vizsgalatokat is végeztiink a /ip/-2 gi dupla muténssal. A {6 szempontunk az volt,
hogy taldlunk-e olyat a LIP1 pleiotrop funkcioi kozott, ami 6sszekotd elem lehet a cirkadian
oraval a GI-n keresztiil. Bar az els6dleges eredmények (a kompartmentalizaci6 sziikségessége
a cirkadidn 6raban betoltott szerep ellatdsdhoz)azt mutattdk, hogy a LIP1 a cirkadian és az
egyéb funkcidk szabalyozasaban eltéré modon vesz részt. A lipl-2 gi dupla mutans esetében
megvizsgaltuk hogyan valtozik a hipokotil hossza vords fényben, mivel azt tudjuk, hogy a
fotomorfogenezis szabalyozdsadban a cirkadidn 6ra €s azon beliil a GI is részt vesz (Martin-
Tryon és mtsai, 2007). Col-0, lipl-2, gi és lipl-2 gi csirandvényeket kiilonbdzo intenzitasu
monokromatikus vords fényen neveltiik 4 napig, majd a ndvények szik alatti szaranak hosszat
mértiik (25. dbra A). Azt tapasztaltuk, hogy a vartnak megfelelden a gi mutansok hipokotilja
hosszabb volt, a /ip /-2 mutansoké pedig rovidebb, mint a vad tipusé. A lipI-2 gi dupla mutans
esetében a hipokotil hossza a gi egyszeres mutanséval egyezett meg. Vagyis ezen fenotipus

esetén is a G episztatikus a LIPI-gyel szemben.

Megvizsgaltuk tovabba a sostressz tlirési képességét is a lipl-2 gi dupla mutansoknak,
mivel sok cirkadidn 6ra komponensrdl tudott, hogy szerepet jatszik kiilonféle stressz-valaszok

szabalyozasaban. Az egyszeres gi mutans esetében azt tapasztaltuk, hogy sotliré képessége a
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vad tipuséhoz hasonld. A dupla mutans esetében pedig a lip/ mutacid okozta érzékenység
nem érvényesiilt, a sotlird képessége a vad tipuséhoz, illetve az egyszeres gi mutansé¢hoz volt

hasonlo (25. dbra B).
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25, dbra. A Fpl-2 gi dupla mutins fotomoerfogenikus vilasza a

g egyszeres mutinséhoz hasanléd és nem érzékeny a taplkizeg
sitartalmsra és

{A) A csimnfivénycket folyamatos virhs fényen nevelitk a
megadolt nyintenzitisokon 4 napig, majd a szik alatti szir ..,
hosszit mériik. Az énékeket sGiéiben nevelt, azonos korl
novények sziranak hosszihoz viszonmyitotuk Az fgy kapoit
éritket a Rnyinienzitis Mggvénytben, logaritmuaos skidlin
dbrizoltuk. A hibahatfrokat standard hibaként adiuk meg {SE), a
mintaszim 28-32 volt mérési pontonként. A duplantutinsban a gi
egyszeres mulins fenolipusa érvényesil.

{B ) A csiranifvényeket 12:12 LD cikluson neveltik 14 napig a
feltiimetett s6 konventricion tartalmazd tiplemezeken. A lipf-2 gi
duplammuians séuind képessége a g mutinséval megegyezd,

lip1-2 gl




AZ EREDMENYEK ERTELMEZESE

A LIP1 pleiotrop funkcidinak vizsgalata

A lipl-1 mutanst egy mutdns-szlirés soran azonositottuk (Kevei és mtsai, 2007a). A
mutacid a szabadon futdé periddus rovidiilését okozza gyenge intenzitasii vords fényben,
valamint a vOros €s kék fényre adott fotomorfogenikus valaszok is sériilnek benne. A lipl-1 és
a lipl-2 mutdnsok szamos egyéb pleiotrdép fenotipussal is rendelkeznek. Munkéank soran
tobbek kozott ezeket a fenotipusokat vizsgaltuk. Megdllapitottuk, hogy a LIP1-nek fontos
szerepe van az endoreduplikacio fény altali gatlasdnak szabalyozasaban, valamint az abiotikus

stressz toleralasaban.

Az ¢el6z6 fejezetben sok esetben sziikséges volt a tovabbi kisérletek bevezetéséhez, és a
kisérletek értelmezéséhez az egyes alfejezetekben konkluziot levonni. Igy ebben a fejezetben
a kapott eredmények Osszefoglalasara torekszem, részletesebben targyalva azokat a

szempontokat amelyekre az eredmények részben nem tértem ki.
A LIP1 az endoreduplikacio szabalyozasaban fényfiiggé modon vesz részt

Korabban kimutattak, hogy a fitokrom A és fitokrom B fotoreceptorok altal érzékelt voros
¢s tavoli vords fény az endoreduplikdcié utolsd ciklusat gétolja Arabidopsis hipokotil
borszoveti sejtjeiben, azonban a kék fény hatdsat még nem egyértelmli, hogy melyik
fotoreceptor szabalyozza (Gendreau és mtsai, 1998). A [/ip/ mutans csirandvényekben a
kromatintartalom megnd fehér, voros €s kék fényben, sdtétben azonban nem (10. és 11. abra).
Ez arra utal, hogy az endoreduplikacié fény altal szabalyozott formdja szenved zavart a lip/
mutansban. A vords és kék fény altal szabalyozott ploidia mintdzat genetikai analizise a
fitokrom B és a kriptokrom 1 2 episztatikus hatasat mutatta ki a LIP] felett (11. abra). Ezek
szerint a LIP1 a fitokrém B ¢€s a kriptokrom 1-2 altal szabalyozott utvonalakon keresztiil vesz
részt az endoreduplikdcio vords és kék fény altali gatlasaban. Genevestigator
(https://www.genevestigator.com/gv/) ¢és e-FP Browser (http://bar.utoronto.ca/efp/cgi-
bin/efpWeb.cgi) adatok alapjan (2012. junius) a LIPI transzkripcidja nem korlatozodik az
osztodasban levo sejtekre. Ezért feltételezhetd, hogy elsésorban az endoreduplikacios ciklus
termindldsaban lehet szerepe és nem az endoreduplikaciés ciklusba vald belépésért felel. Az

endociklus terminécios 1épéseirdl azonban még hianyosak az ismeretek.
A LIP1 fitokrém B és kriptokrom 1-2 fiiggé modon szabalyozza a fotomorfogenezist

A lip1-1 mutans névényekben a szik alatti szar hossza voros €s kék fényben megvaltozik,

a tavoli voros fénytdl fliggd jelatviteli Gt azonban érintetlen. A /ip/ mutans vords fényben
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tapasztalhat6 fotomorfogenikus fenotipusa a fitokrom B-t6l, valamint a kék fényben a

kriptokrém 1 és kriptokrom 2 fotoreceptoroktol fiigg.

A magasabb ploidia szinttel rendelkezd sejtek altaldban nagyobbak vagy megnyultak a
normdl kromatin mennyiséggel rendelkezd sejtekhez képest. Ezért az endoreduplikdcionak
feltehetleg szerepe van a szik alatti szar megnyulasaban. A lip] mutansok szik alatti szara
rovidebb, mint a vad tipusé folyamatos voros, illetve kék fényben. Ez arra utal, hogy a
fotomorfogenikus fenotipust nem az endoreduplikdcid gatldsdnak megsziinése okozza.
Mindkét fenotipus megfigyelhetd voros és kék fényben, de tavoli vordsben nem, valamint
mindkét fenotipus fiigg a fitokrom B-t6l és a kriptokrom 1-2-t6l egyarant. Ebbdl arra
kovetkeztethetiink, hogy a LIP1 a fitokrom B ¢és kriptokrém 1-2 altal szabalyozott jelatviteli
utvonal egy olyan kozds pontjan helyezkedik el, ahol még a szik alatti szar megnytlasaért ¢s

az endoreduplikécioért felelds utvonalak nem valtak szét.

LIP1 fehérje hianyaban a novények érzékenysége megndé az ozmotikus stresszel

szemben

A lip] mutans novények rosszabbul fejlddnek magas NaCl tartalmu taptalajon, mint a vad
tipustt novények (13. dbra). Nemcsak a fejlodés, hanem a csirdzasi képesség (14. abra) és a
gyokér novekedése (15. abra) is zavart szenved. A lip! mutansban ozmotikus stressz hatdsara
az ABA-fliggd ¢és -fliggetlen gének a vad tipuséhoz hasonléan indukalodnak (16. abra). Ez
alapjan feltételezhetd, hogy a LIP1 hidnydban nem a stressz érzékelése, a szignalizdcios

kaszkad, vagy a jelatviteli utak transzkripciojanak aktivalasa sértil.

A soérzékeny fenotipus nem hozhatd kapcsolatba az endoreduplikdcioban bekovetkezd
valtozasokkal, mivel a mutians novények olyan korilmények kozott is érzékenyek sora
(folyamatos sotétben), ahol a ploidia fenotipus nem érvényesiil (14. dbra). A sOstressz nem

befolyasolta a LIP1 hianyaban mérhetd periddushossz valtozast sem (5. tdblazat).

A LIP1 szerepe feltehetdleg a cirkadidn ora és bizonyos stressz folyamatok kozotti
kapcsolat biztositasa. A /ipl mutans ndvények altalaban is fokozott érzékenységet mutatnak a

tapkozeg magas ion és ozmotikum tartalmdra valamint a hdmérséklet stresszre (17. ébra).

Kis GTP-koto fehérjék szerepe a stressz-valaszokban, a ploidia szint

meghatarozasaban és a sejtalak kialakitasaban

A hosszan fennallé stresszhatas lassu adaptéacids folyamatokat indit be, amik ovjak a
novényt a karosodastdl. Ilyen folyamatok példaul a sztémanyitds serkentése, valamint
ozmolitok, antioxiddnsok és masodlagos anyagcseretermékek akkumulalodasa. Elképzelhetd,

hogy a LIP1 szerepe a stressz-valaszokban ezen kés6i folyamatok valamelyikének a sejtszintii
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szabalyozasa. Egyes kis GTP-kotd fehérjék emldsokben, €lesztében és novényekben is
szerepet jatszanak a reaktiv oxigéngyokok termelddésének szabalyozdsaban (Finkel, 2006),
igy a LIP1 szerepe sem zarhato ki hasonlé folyamatokban. Egy ROP tipusu kis GTP-kotod
fehérje, az OsRAC1, kozvetleniil kdlcsonhat egy NADPH oxidazzal rizsben, igy szabalyozva
a reaktiv oxigéngyokok képzodését (Wong és mtsai, 2007). Az OsRACI, és Arabidopsisban
talalhaté homolodgja a ROP2, egyarant szerepet jatszik biotikus €s abiotikus stressz-valaszok,
valamint az azokat kiséré apoptozis-szerli sejthalal szabalyozasaban (Ono és mtsai, 2001;
Park ¢és mtsai, 2004). A fokozott stresszérzékenység mellett a [lip/-2 mutdnsban is
megfigyelhetd sejtelhalds, azonban itt csak a sziklevelek borszdveti sejtjeire korlatozodik a
fejlodés korai szakaszaban (8. dbra), mig az OsRACI1 hianyaban az igazi leveleken jelennek
meg nekrotikus 1éziok. Tovabba, a reaktiv oxigéngyokok mennyiségének szabalyozasiban
résztvevo kis GTP-azok tobbnyire plazmamembran-kotottek, a LIP1 azonban a sejtmagban és
a citoplazmaban is egyarant jelen van (18. abra). A fokozott stresszérzékenység, amit a LIP1
hidnya okoz, a sejtmagban lokalizalt LIP1 fehérjével is helyreallithatd (20. édbra). A ploidia
szint valtozasa ¢és a sejtelhalds kovetkeztében feltételezhetd lenne, hogy a bdrszovet védo
funkcidja sériil a /ip/ mutansban, igy a sostressz hatdsat nem tudja megfeleléen kivédeni.
Azonban sotétben nevelt /ip/ mutans ndvények szamottevo ploidia és borszoveti sejtalak
valtozas nélkiil is érzékenyek tapkozeg sotartalmanak novekedésére. Mindez arra utal, hogy a

soérzékenységet a /ip] mutans esetében nem a sejtelhalas és a ploidia szam véltozasa okozza.

A LIP1 a novényi kis GTP-dzok egy uj és még nem teljesen jellemzett alcsaladjaba
tartozik. Jelenleg az egyetlen kis GTP-koto fehérje, ami funkcionalisan kapcsolatba hozhat6 a
cirkadian ora szabélyozasaval (Kevei és mtsai, 2007a). Erdekes médon a ROP és a RAB
alcsaladok egyes tagjai hasonld funkciokat szabalyoznak, mint a LIP1. Példaul, egyes ROP
GTP-4zok (ROP 2, 4 és 6) a borszoveti sejtek alakjanak kialakitdsaban vesznek részt a
kortikalis mikrofilamentumok ¢s a mikrotubulus halézat Osszerendezddésének ¢és
szervezddésének szabalyozasan keresztiil (Fu és mtsai, 2005; Fu és mtsai, 2009). Egy RAB
tipusu GTP-4z, az ARAG a vezikularis transzport szabalyozasaban vesz részt az endoszomak
¢s a plazmamembran kozott, valamint a sdstressz-tolerancia kialakitdsaban van szerepe (Ebine
és mtsai, 2011). Nemrégiben mutattdk ki, hogy a ROP8 GTP-az aktivitasat a fitokrémok
szabalyozzdak, és ezaltal a fényszabalyozott gyokérndvekedésben van fontos szerepe (Shin és
mtsai, 2010). Annak a molekularis mechanizmusa azonban, ahogyan a kis GTP-kotd fehérjék

altal szabalyozott folyamatok sejtszinten szervezddnek, még ismeretlen.
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A lipl mutacio okozta fenotipusok komplementalhatésaga

A cirkadidn 6ra nem megfeleld miikodése, azaz a periddus rovidiilése sotétben nevelt lip ]
mutans novényekben is megfigyelhetd (Kevei €s mtsai, 2007a). Ilyen koriilmények kozott a
ploidia szint nem kiilonbozik /ip/ és vad tipust ndvényekben. Tovabba, a sdérzékenység, a
fotomorfogenikus fenotipus ¢és a ploidia szambeli valtozas olyan korilmények kozott is
megfigyelhetd, ahol a mutansnak nincs cirkadian fenotipusa (példaul erds vords vagy fehér
fényben) (Kevei és mitsai, 2007a). Ezek a tények arra utalnak, hogy a LIP1 cirkadian
funkcidja fliggetlen egyéb funkcioditol. Eszerint a cirkadidn 6ra megvaltozott miikodése nem a
stressz, a ploidia vagy a fotomorfogenikus fenotipus kovetkezménye. Ezt a kovetkeztetést
erdsitik a komplementacios kisérletek eredményei is. A cirkadian fenotipus helyreallithato
LIP1-YFP és LIP1-YFP-NLS fuzios fehérjékkel, azonban LIP1-YFP-NES fuziés fehérjével
nem. Ez arra utal, hogy a cirkadian funkci6 betoltéséhez a LIP1 fehérjének a sejtmagban egy
kritikus mennyiség felett kell jelenlennie. A cirkadidn fenotipus teljes komplementalasa miatt
feltehetd, hogy a LIP1 az oOra miukodését érintd citoplazmatikus folyamatokat nem
szabalyozza, de az drafehérjék sejtmagi importjat befolyasolhatja. A tobbi fenotipus egyarant
komplementalhat6 volt LIP1-YFP, LIP1-YFP-NLS és LIP1-YFP-NES fuzios fehérjékkel.
Azonban fontos megjegyezni, hogy a NES és NLS motivumok ugyan nagymértékben
megvaltoztatjak a LIP1 fehérje sejten beliili eloszlasat, de nem korlatozzak annak jelenlétét
kizarolagosan csak a sejtmagra, illetve csak a citoplazmara. Kiilondsképpen igaz ez a NES
motivumra, amely példaul nem gatolja meg a nuklearis importot, de a nukleéris exportot segiti.
Ezéltal csokkenti a fuzids fehérje altal a sejtmagban toltott id6t. Nem zarhato ki, hogy nagyon
kis mennyiségli sejtmagi LIPI-YFP-NES fuziés fehérje elégséges lehet bizonyos funkciok,
mint példaul az endoreduplikaci6 szabalyozasahoz. Ez a mennyiség azonban nem elegendd a
cirkadian funkcio helyreallitdsdhoz. A séstressz, a fotomorfogenikus és az endoreduplikacios
fenotipus esetében nem jelenthetd ki egyértelmiien, hogy a LIP1 megfeleld funkcidi mely

sejtalkotohoz kothetdek.
A LIP1 szerepe a novények fejlodésének korai szakaszaban fontos

A LIP1 fontos szerepet tolt be kedvezdtlen koriilmények kozott a csirdzas
szabalyozasaban, alacsony fényintenzitas mellett a cirkadian d6ra bedllitasaban, valamint a
fiatal csirandvények morfologiajanak kialakitdsdban. Mindezek alapjan a LIP1 a
csirandvények fejlodésének fontos regulatora. Azonban kizart, hogy a LIP1 §sszes funkcidja a
csirandvény allapotra korlatozodna, mivel kifejez6dése a legtdobb szervben kimutathatd
kifejlett novényben is. Kifejlett /ip/ mutans novényben a sejtalak és a ploidia fenotipus nem

figyelhetd meg, ami vagy a fejlédés soran eltérd modon szabélyozott és funkcionalisan a
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LIPI-gyel redundans fehérjék jelenlétével magyardzhato, vagy pedig a fejlédés kiillonbozo
stadiumaiban jelenlevo eltérd kolcsonhatd partnerekkel. Azoknak a LIP1-gyel konformacio-
fiiggd modon kolesonhatd fehérjéknek az azonositdsa, melyek a LIP1 aktivitasat szabalyozzak,
vagy ¢éppen a LIP1 altal szabalyozodnak, kulcsfontossagi lehet a LIP1 kiilonbdzd

szignalizacios utakban betdltott szerepének a megismeréséhez.
A LIP1 és a cirkadian ora kapcsolata

LIP1 deficiens novényekben a luciferaz riportergén vizsgalatok a markergénnél korabban
megfigyelt rovid periodust mutattdk. RNS szinten a CCAI és TOCI esetében a maximalis
kifejezddésben csokkenést tapasztaltunk a vizsgalt koriilmények kozott. Az oragének
kozott az 6sszekotd elem a GI érakomponens. A GI episztatikus hatdsa azonban nemcsak a
cirkadian fenotipus esetében érvényesiil, ugyanigy megfigyelhetdé a soérzékeny és a

fotomorfogenikus fenotipusok esetében is.

A Gl-r6l nemrégiben mutattdk ki, hogy szerepet jatszik a séstressz-tolerancia
kialakitasaban (Kim és mtsai, 2013). A vizsgélt gi-/ allélt hordozé mutans tolerdnsnak
bizonyult sdval szemben, ellentétben az altalunk vizsgalt gi vonallal, ami nem mutatta ezt a
fenotipust a mi kisérleti rendszeriinkben. A GI képes komplexet képezni az SOS2-vel, ami az
SOS uatvonal egyik komponense, ¢és nélkiilozhetetlen a citoplazma megfelelé ion-
koncentracioinak fenntartdsahoz és a sostressz toleralasdhoz (Zhu, 2002). A komplex gétolja
az SOS2 aktivitasat stresszmentes koriilmények kozott, azonban sostressz hatasara az SOS2
felszabadul és aktivalja az SOS1 Na'/H  antiportert (Kim és mtsai, 2013). Eredményeik
alapjan érdemes lenne megvizsgalni, hogy fehérje szinten a LIP1-nek van-e hatidsa az SOS
rendszer komponenseire, esetleg befolyasolja-e a GI-SOS2 komplex kialakulasat. Mi az
SOS2-t transzkripcios szinten vizsgaltuk /ip/ mutdnsban és nem tapasztaltunk valtozast LIP1

hidnyaban.

Azt, hogy a LIP1 ¢és a GI kozott milyen jellegli kapcsolat van, nem tudtuk bizonyitani, a
LIP1 nem a transzkripcid szintjén van hatdssal a G/-ra. Viszont a GI pozitivan szabalyozza a
TOCI gén kifejez6dését, ami szintén pozitiv hatdssal van a CCAI transzkripciora. Ezért
feltételezhetd, hogy a lip/ mutansban tapasztalt CCAI és TOCI mRNS szint csokkenés a
LIP1 ¢és GI kolcsonhatasanak kovetkezménye. A ccal és a tocl mutansok egyarant rovid
periodust mutatnak (Somers és mtsai, 1998b; Alabadi és mtsai, 2002). Ezek alapjan a /lip!/
mutansban tapasztalt révid periddus lehetséges, hogy a csokkent CCAI és TOCI szint
kovetkezménye. Ugyanakkor ennek ellentmond a CCA/I ¢és LIPI vagy TOCI és LIPI gének

kozti episztatikus kdlcsonhatas hidnya.



KOVETKEZTETESEK

A dolgozatban leirt eredmények alapjan az alabbi kdvetkeztetések vonhatoak le:

. A lip] mutdns ndvényekben csiranovény stadiumban fényfliggdé moédon megvaltozik a

borszoveti sejtek alakja és mérete.

. A lip]l mutans novényekben a kromatintartalom megnd fehér, voros és kék fényben,
sOtétben azonban nem. Az endoreduplikécio fény altal szabalyozott fitokrém B és
kriptokrom-fiiggd forméja szenved zavart a /ip/ mutansban. A /ip/ mutansok szik alatti
szara rovidebb, mint a vad tipusé folyamatos voros, illetve kék fényben. A lip/ mutans
vords fényben tapasztalhatdo fotomorfogenikus fenotipusa foként a fitokrém B-tdl,

valamint a kék fényben a kriptokrom 1 és kriptokrém 2 fotoreceptoroktdl fiigg.

. A lip] mutans ndvények rosszabbul fejlddnek so tartalmu taptalajon, mint a vad tipust
novények. Nemcsak a fejlodés, hanem a csirdzasi képesség és a gyokér novekedése is
zavart szenved. LIP1 hidnyaban nem a stressz érzékelése, a szignalizacios kaszkad vagy a
jelatviteli utak transzkripcidjanak aktivalasa sériil. A soéérzékeny fenotipus fliggetlen a
cirkadidn, a ploidia és a sejtalak fenotipusoktol. A /lip/ mutans ndvények fokozott
érzékenységet mutatnak a tapkdzeg CsCl,, LiCl, és mannitol tartalmara, valamint a

hémérséklet stresszre is.

. A cirkadian fenotipus helyreallithato LIP1-YFP és LIP1-YFP-NLS fuziés fehérjékkel,
azonban LIP1-YFP-NES fuzios fehérjével nem. A cirkadian funkcio betdltéséhez a LIP1

sejtmagi elhelyezkedésére van sziikség.

. A tobbi fenotipus (sejtalak, ploidia, hipokotil, stressz) egyarant komplementalhat6 LIP1-
YFP, LIP1-YFP-NLS ¢és LIP1-YFP-NES fuzios fehérjékkel. Ezekben az esetekben nem

jelenthetd ki egyértelmiien, hogy mely sejtalkotéhoz kothetd az adott szabalyozo szerepiik.

LIP1 hidnyaban minden vizsgalt kimeneti marker (CCR2, CAB, PRRY9, CCAIl, LHY, GI)
esetében rovid periddus tapasztalhatd, mig RNS szinten a CCA17 és TOC] kifejez6désében
a maximum értékek csokkenése figyelhetd meg. A lip/ mutacidt 6ragén muticiokkal
kombinalva vizsgaltuk az episztatikus kolcsonhatas meglétét a gének kozott a cirkadian
fenotipus tekintetében (prr9, prrs, ccal, tocl, gi). A GI gén volt episztatikus a LIP] felett,

ez a kolcsonhatas tovabbi fenotipusok esetében is megfigyelhetd volt (hipokotil, stressz).
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OSSZEFOGLALAS

Munkénk sordn egy kis GTP-kot6 fehérjét, a LIGHT INSENSITIVE PERIOD 1-et (LIP1)
vizsgaltuk. A LIP1 szerepet jatszik a cirkadidn ora és a fotomorfogenikus folyamatok
szabalyozasaban, az endoreduplikaci6 befolydsolasaban és bizonyos stressz folyamatokban is.
A LIP1 negativ szerepet tolt be a cirkadian o6ra peridodusanak szabalyozasaban és
fényintenzitas fliggd modon képes szabalyozni azt. A mutansban a kék és voros fényre adott
fotomorfogenikus valaszok is megvaltoznak. A LIP1 szerepet jatszik a voros €s kék fény altali
hipokotil megnyulas gétladsaban, azonban a tavoli-vords fény altal szabalyozott folyamatban
nincs szerepe. A lipl mutans ndvények szik alatti szara rovidebb, mint a vad tipusé olyan
nagy intenzitasu voros és kék fényben is, ahol a cirkadidn fenotipus mar nem figyelheté meg.
A LIP1 nagyfokt hasonlosagot mutat a kis GTP-kotd fehérjékkel (Vernoud és mtsai, 2003). A
LIP1 fehérjében tobb olyan motivum is talalhatd, ami a klasszikus kis GTP-ko6t6 fehérjékre
nem jellemzd és tobb konzervalt aminosavban is eltéréseket mutat. A LIP1 a ndvényi kis
GTP-4zok egy 1j és még nem teljesen jellemzett alcsaladjaba tartozik. Jelenleg az egyetlen kis
GTP-kot6 fehérje, ami funkcionalisan kapcsolatba hozhat6 a cirkadian ora szabalyozéasaval. A
cirkadian oOra részletes tanulmanyozasa soran egyre tobb drakomponensrdl és ora kapcsolt
elemrdl deriil ki, hogy pleiotrop funkciokkal rendelkeznek, és fontos szerepiik van a sejtek

legkiilonbdzobb folyamatainak szabalyozéasaban.

A lip]l mutans ndvényekben csirandvény stddiumban fényfliiggdé modon megvaltozik a
borszoveti sejtek alakja €s mérete. A fényen nevelt /lip/-1 ¢és lipl-2 mutans csiranovények
bdrszoveti sejtjeinek alakja jellegzetes modon eltér a vad tipusétol, nem alakul ki a vad tipusra
jellemz0, karéjos sejtalak. Etiolalt ndvények esetében kiilonbség nem figyelhetd meg. A lipl
mutans csirandvények sziklevelében a kromatintartalom megné fehér, voros és kék fényben,
sOtétben azonban nem. Ez arra utal, hogy az endoreduplikacio6 fény altal szabalyozott formaja
szenved zavart a /ip] mutansban. Kifejlett /ip/ mutdns ndvényben a sejtalak és a ploidia
fenotipus sem figyelheté meg. Hipokotil és teljes novény tartalmi mintékat is vizsgaltunk az
orokitbanyag mennyiségét tekintve. A ploidia mintazat ezekben a mintdkban nagyon
hasonlitott a sziklevél esetében tapasztaltra, ami arra utal, hogy a LIP1 altal okozott

endoreduplikacids valtozas nem szdvet specifikus.

lipl és fotoreceptor tobbszords mutansokat hoztunk létre €s mértilk a DNS tartalmat a
csirandvényekben. A voros és kék fény altal szabalyozott ploidia mintazat genetikai analizise
a fitokrom B és a kriptokrom 1-2 episztatikus hatasat mutatta ki a LIP1 felett. Ezek szerint a
LIP1 a fitokrém B ¢és a kriptokrém 1-2 4ltal szabalyozott Gitvonalakon keresztiil vesz részt az

endoreduplikéacio voros és kék fény-altali gatlasaban.



Osszefoglalds 89

A lipl-1 mutans névényekben a hipokotil hossza voros €s kék fényben megvaltozik, a
tavoli vords fény fliggd jelatviteli Gt azonban érintetlen. A lipl és fotoreceptor kétszeres
mutansokat vizsgadlva kimutattuk, hogy a [/ip/ mutins vOrds fényben tapasztalhatod
fotomorfogenikus fenotipusa részben a fitokréom B-t6l, valamint kék fényben a kriptokrom

fotoreceptoroktol fiigg.

A magasabb ploidia szinttel rendelkezéd sejtek altaldban nagyobbak vagy megnytltak a
normal kromatin mennyiséggel rendelkezd sejtekhez képest. Ezért az endoreduplikicionak
feltehetdleg szerepe van a szik alatti szar megnyulasédban. A /ip] mutansok szik alatti szara
rovidebb, mint a vad tipusé¢ folyamatos vords, illetve kék fényben. Ez arra utal, hogy a
fotomorfogenikus fenotipust nem az endoreduplikacid gatlasdnak megsziinése okozza.
Mindkét fenotipus megfigyelhetd vords és kék fényben, de tavoli vordsben nem, valamint
mindkét fenotipus fiigg a fitokrom B-t6l és a kriptokrom 1-2-t8l egyarant. Ebbdl arra
kovetkeztethetiink, hogy a LIP1 a fitokrém B ¢és kriptokrom 1-2 altal szabalyozott jelatviteli
utvonal egy olyan k6zos pontjan helyezkedik el, ahol még a hipokotil megnytlasaért és az

endoreduplikacidért felelds titvonalak nem valtak szét.

A lip] mutans novények rosszabbul fejlddnek magas NaCl tartalmu taptalajon, mint a vad
tipust novények. A csirazasi képesség és a gyokér ndovekedése is zavart szenved. A csirdzasi
képességet vizsgaltuk fény/sotét cikluson €s folyamatos sotétben nevelt novényekben is. A
lipl-2 mutansok mindkét esetben érzékenyebbek voltak a vad tipusndl a tipkdzeg magas

kovetkezménye (mint példaul a ploidia szint valtozasaé).

Az ozomotikus stressz korai stresszvalasz gének indukcidjahoz vezet, ilyenek az RD294
(RESPONSIVE TO DESICCATION 294), RD29B és a RAB18 (RESPONSIVE TO ABA 18).
Az ionikus stressz (emelkedett Na® koncentracié a sejten beliil) pedig az SOS2 (SALT
OVERLY SENSITIVE 2) indukciojat idézi eld, ami egy Na'/H  antiporter, az SOS1 aktivatora
(Batelli és mtsai, 2007). A lip] mutansban ozmotikus stressz hatasara az ABA fiiggd ¢és
fiiggetlen gének indukcids kinetikaja vad tipuséhoz hasonlo, ez alapjan feltételezhetd, hogy a
LIP1 hidnyaban nem a stressz érzékelése, a szignalizacids kaszkad vagy a jelatviteli utak
transzkripcidjanak aktivalasa sériil. A /ip/ mutans novények fokozott érzékenységet mutatnak

, . . + + D4, . . e ’ 7 .
tovabbi ionikus (Cs*", K, Li*") és ozmotikus stresszre, valamint a hémérséklet stresszre is.

A soéérzékeny fenotipus nem hozhatd kapcsolatba az endoreduplikécioban bekovetkezd
valtozasokkal, mivel a mutans ndvények olyan koriilmények kozott is érzékenyek sora
(folyamatos sotétben), ahol a ploidia fenotipus nem érvényesiil. A s6 stressz nem befolyasolta

a cirkadian o6ra LIP1 hidnyaban tapasztalhaté megvaltozott mikodését sem.
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A cirkadian 6ra nem megfelelé miikddése,vagyis a periodus rovidiilése sotétben nevelt /ip 1
mutans novényekben is megfigyelhetd (Kevei és mtsai, 2007). Ilyen koriilmények kozott a
ploidia szint nem kiilonbozik /ip/ és vad tipust ndvényekben. Tovabba, a s6érzékenység, a
fotomorfogenikus fenotipus €és a ploidia szdmbeli valtozas olyan koriilmények kozott is
megfigyelhetd, ahol a mutdnsnak nincs cirkadian fenotipusa (példaul erds fehér fényben)
(Kevei és mtsai, 2007). Ezek a tények arra utalnak, hogy a /ip/ mutansokban a cirkadian ora
megvaltozott milkodése nem a stressz, a ploidia vagy a fotomorfogenikus fenotipus

kovetkezménye.

A LIP1 fehérje a citoplazméban és a sejmagban egyarant jelen van. Felmerilt a kérdés,
hogy a fent emlitett pleiotrop fenotipusok kothetdek-e a fehérje sejten beliili elhelyezkedéshez,
ezért olyan ndvényeket allitottunk eld, amelyek a lip/-2 mutans hattérben YFP-LIP1 fuzios
fehérjét fejeznek ki nuklearis lokalizacids szignallal (NLS) illetve nuklearis export szignallal
(NES) ellatva. A cirkadidn fenotipus helyreéllithatdé LIP1-YFP és LIP1-YFP-NLS fzios
fehérjékkel, azonban LIP1-YFP-NES ftziés fehérjével nem, ami arra utal, hogy a cirkadian
funkcid betoltéséhez a LIP1 fehérjének a sejtmagban egy kritikus mennyiség felett kell jelen
lennie. A tobbi fenotipus (sejtalak, ploidia, hipokotil, stressz) egyarant komplementalhato volt
mindharom fuzios fehérjével. Ezekben az esetekben nem jelenthetd ki egyértelmiien, hogy

mely sejtalkotohoz kothetd a funkcid.

A LIP1 fontos szerepet tolt be kedvezdtlen koriilmények kozott a csirdzas szabalyozasaban,
alacsony fényintenzitas mellett a cirkadian 6ra beéllitdsdban, valamint a fiatal csirandvények
fontos reguldtora. Azonban kizart, hogy a LIP1 0Osszes funkcidja a csirandvény allapotra
korlatozddna, mivel kifejezddése a legtobb szervben kimutathatd iddsebb ndvényben is.
Kifejlett /ip/ mutans ndvényben a sejtalak és a ploidia fenotipus nem figyelheté meg, ami
vagy a fejlodés soran eltéré mddon szabalyozott ¢s funkciondlisan a LIP1-gyel redundans
fehérjék jelenlétével magyarazhato, vagy pedig a fejlodés kiilonb6zé stadiumaiban jelenlevo
eltér6 kolcsonhatd partnerekkel. Azoknak a LIP1-gyel konformécio-fiiggé moddon
kolesonhato fehérjéknek az azonositasa, melyek a LIP1 aktivitasat szabalyozzak, vagy éppen
a LIP1 altal szabalyozddnak, kulcsfontossagu lehet a LIP1 kiilonb6z6 szignalizacios utakban
betoltott szerepének a megismeréséhez.

RNS szinten a CCAI és TOCI esetében a maximalis kifejez6désében csokkenést
tapasztaltunk fény/sotét cikluson nevelt ndvényekben. A kifejez0dés mintdzata nem valtozott
szamottevéen a GI és a PRR9 gének esetében a mutansban a vad tipushoz képest. A /lip/

mutacio a fenntiek alapjan negativ hatassal lehet a TOC! transzkripcidjara, ami viszont a
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CCA1 transzkripcidt serkentené, ez magyarazza, hogy a /ip /-2 mutansban mindketté csokkent

kifejez6dést mutat.

Az oragének mutacidjat (CCAI, GI, TOCI, PRRY, PRRS) a lipl mutéicioval kombinalva
sikertilt kimutatnunk, hogy a LIP1 és a cirkadian ora kozott az Osszekotd elem a GI
orakomponens. A GI episztatikus hatasa nemcsak a cirkadidn fenotipus esetében érvényesiil,

megfigyelhetd a s6érzékeny és a fotomorfogenikus fenotipusok esetében is.

A Gl-r6l nemrégiben mutattdk ki, hogy szerepet jatszik a séstressz-tolerancia
kialakitasaban (Kim és mtsai, 2013). A vizsgélt gi-/ allélt hordozé mutans tolerdnsnak
bizonyult soval szemben. A GI képes komplexet képezni az SOS2-vel, ami az SOS utvonal
egyik komponense, ¢és nélkiilozhetetlen a citoplazma megfeleld ion-koncentracidinak
fenntartasdhoz és a sostressz tolerdlasdhoz (Zhu, 2002). A komplex gatolja az SOS2
aktivitasat stresszmentes koriilmények kozott, azonban sodstressz hatasara az SOS2
felszabadul és aktivalja az SOS1 Na'/H  antiportert (Kim és mtsai, 2013). Eredményeik
alapjan érdemes lenne megvizsgalni, hogy fehérje szinten a LIP1-nek van-e hatdsa az SOS
rendszer komponenseire, esetleg befolyasolja-e a GI-SOS2 komplex kialakulasat. Mi az
SOS2-t transzkripcios szinten vizsgaltuk /ip/ mutdnsban és nem tapasztaltunk valtozast LIP1
hidnyaban.

A LIPI nem transzkripcio szintjén van hatassal a GIl-re. A GI pozitivan szabalyozza a
TOCI transzkripcidjat, ami szintén pozitiv hatdssal van a CCAI transzkripcidra. Ezért
feltételezhetd, hogy a /ip/ mutansban tapasztalt CCAI és TOCI mRNS szint csokkenés a
LIP1 ¢és GI kolcsonhatasanak kovetkezménye. A ccal és a tocl mutansok egyarant rovid
periodust mutatnak (Alabadi és mtsai, 2002; Somers és mtsai, 1998). Ezek alapjan a lipl
mutansban tapasztalt révid periddus lehetséges, hogy a csokkent CCAI és TOCI szint
kovetkezménye, bar ennek ellentmond a CCAI és LIPI vagy TOCI és LIPI gének kozti

episztatikus kolcsonhatas hianya.
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Introduction

The optimal growth and development of plants are mediated by various signaling
pathways that enable plants to modulate their molecular and physiological reactions in
response to changes of the environment. To monitor changes in ambient light conditions,
plants evolved several families of photoreceptors. The red/far-red light-absorbing
phytochromes (PhyA—PhyE) and the blue light-absorbing cryptochromes (CRY1 and CRY?2)
are considered to mediate the majority of physiological and developmental responses to
visible light. These photoreceptors also play an essential role in entraining/synchronizing the
circadian clock to the daily light/dark cycles (Devlin and Kay, 2000). Circadian clocks are
biochemical timers regulating many physiological and molecular processes according to the
day/night cycle. The central clockwork generates the primary oscillation in the expression of
clock components with a period of about 24 h.

The rhythm generating module of the Arabidopsis thaliana clock consists of at least three
interconnected feedback loops (McWatters and Devlin, 2011). The “central loop” functions
through the reciprocal regulation between the CCAI, LHY and TOCI genes (Alabadi et al.,
2001). The morning-expressed CCA1/LHY Myb transcription factors repress the TOCI gene;
conversely, the evening-expressed TOCI1 positively regulates the transcription of CCAI/LHY.
The “evening loop” is formed by TOCI1 and a hypothetical factor Y, both expressed in the
evening. Y positively regulates 7OC1, whereas TOCI represses Y transcription, which is also
inhibited by CCA1/LHY. TOC1 promotes CCAI/LHY transcription via another hypothetical
component; X. GI (a nuclear protein with unknown biochemical function) is an essential
contributor to Y function (Locke et al., 2005; Zeilinger et al., 2006). The “morning loop” is
formed by CCA/LHY and PRR7/9 (Makino et al., 2000). CCA1/LHY activates PRR7/9
expression in the morning; conversely, PRR7/9 inhibit CCA //LHY during the rest of the day.

Circadian regulation is clearly overrepresented among the genes that are implicated in
light, hormonal, or stress signaling, suggesting a molecular basis for the temporal modulation
of these pathways (Covington et al., 2008). Adaptation to the changing environment also
requires plasticity of the developmental program both at the organism and cell levels.

Previously, we identified the small GTPase LIGHT INSENSITIVE PERIOD1 (LIP1) as a
circadian clock associated factor in Arabidopsis (Kevei et al., 2007). Loss of LIP1 function in

the /ip1-1 mutant severely reduced the effect of light on the shortening of freerunning period.
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Results

Loss of function of LIP1 protein causes altered cell shape

Microscopic analysis of young /lip/-1 and lipI-2 mutant seedlings (Kevei et al., 2007)
revealed defects in cell development. In wild-type Arabidopsis plants, pavement cells have a
characteristic jigsaw puzzle shape with lobes, whereas in /ip/-1 and lipI-2 mutants the cell
shape is more rounded and much less complex. Pavement cells in the first true leaves of lip1-1

and /ip -2 mutants had wild-type morphology.

LIP1 affects ploidy levels at the seedling stage

The alteration of cell morphology is frequently linked with changes in nuclear DNA
content (Guimil and Dunand, 2007). Therefore, we analyzed ploidy patterns in the cotyledons
of lipl mutants by flow cytometry and found that the proportion of nuclei having high DNA
content was increased in the mutants. Ploidy patterns in isolated hypocotyls of the /ip/-2
mutant showed the same tendency as in the cotyledons, demonstrating that in the seedling
stage the effect of LIP1 on endoreplication is not organ specific. Ploidy patterns in the
matured first leaves of /ip/-2 and wild-type plants were not significantly different suggesting

that LIP1 suppresses ploidy levels in a developmentally regulated manner.

Light-dependent inhibition of endoreplication by LIP1

Four cycles of endoreplication could occur in dark grown Arabidopsis seedlings, whereas
the fourth cycle is inhibited in light (Gendreau et al., 1998). We analyzed ploidy patterns in
lip1 mutants grown under different light conditions. Elevated ploidy level was detected in lip/
seedlings grown under light/dark cycles and the DNA content increased further when plants
were grown in continuous white light. Ploidy levels were identical in etiolated /ip/ and wild-
type seedlings. In red light, the light-induced inhibition of endoreplication depends on the
photoreceptor PhyB (Gendreau et al., 1998).We tested the epistatic relation between LIP1 and
PhyB in controlling red light-dependent endoreplication. In continuous red light (cR), both
lip1-2 and phyB-9 mutants showed similarly increased ratios of 16C and 32C nuclei. The lipI-
2 phyB-9 double mutant phenocopied the phyB-9 single mutant in cR. The DNA content of
these mutants grown in darkness displayed patterns like in wild-type seedlings. Ploidy level of
lip1-2 mutant showed significant increases in cB, but it was indistinguishable from the wild
type in cFR. The mutation in the LIPI gene was combined with the cryl cry2 and Phy-
A2]Imutations. In cB, the ploidy pattern of the /ip/-2 cryl cry2 triple mutant was most
similar to that of the cryl cry2 double mutant. In cFR, the lipl-2 phyA-211 double mutant
phenocopied the phyA-211 single mutant.



Summary 94

The function of LIP1 in controlling photomorphogenesis depends on PhyB, CRY]1,
and CRY2 but is independent of PhyA

It had been demonstrated that /ip/-1 mutants show elevated photomorphogenic responses
to red and blue light but not to far-red light (Kevei et al., 2007). We characterized the
responsiveness of lipl-2 phyB-9, lipl-2 phyA-211, and lipl-2 cryl cry2 multiple mutants to
red, far-red, and blue light, respectively. In cR, the /ip/-2 mutant showed significantly shorter
hypocotyls than the wild type; however, the lipl-2 phyB-9 double mutant produced
hypocotyls much longer than the wild type and was very similar to that of the phyB-9 single
mutant. In cB, the /ip/-2 mutant displayed significant hypersensitivity compared with the
wild-type, but lipl-2 cryl cry2 produced long hypocotyls similar to the cryl cry2 double
mutant. In cFR, lipI-2 phenocopied wild-type plants, and the lip/-2 phyA-211 double mutant
showed hypocotyl lengths identical to those of the phyA4-211 mutant.

lipl mutants are hypersensitive to stress

lip] mutants grown under 12-h-light/12-h-dark cycles displayed an increased sensitivity to
salt (NaCl). In addition to poor growth and development, the germination rate of lip/-2
seedlings was also significantly reduced and the relative inhibition of root growth was
significantly stronger in the /ip/ mutants under salt stress conditions as compared to the wild
type. We have also analyzed germination rate in dark-grown plants. /ip /-2 mutants were more
sensitive than wild-type plants, indicating that the salt stress phenotype is not caused by other
light-dependent defects of /ip. We tested the effect of salt stress on the clock function in lip/
mutants. There was no observable connection between the hypersensitivity to salt and the
defect of the clock function.

Osmotic stress leads to the induction of early stress inducible genes like RESPONSIVE
TO DESICCATION29 A (RD294), RD29B, or RESPONSIVE TO ABA 18 (RAB18), whereas
ionic stress induces the transcription of SOS2 (SALT OVERLY SENSITIVE?2), an activator of
the Na'/H" transporter SOS]. Salt-induced expression of RD294, RD29B, RABIS, and SOS2
genes was monitored by quantitative reverse transcription (QRT)-PCR. There were no
significant differences in the kinetics or the level of induction of these genes in the mutant.
These results indicate that LIP1 plays a minor role, if any, in sensing salt stress signals and
the transcriptional activation of the salt stress related genes tested.

The lipl mutants grown under 12-h-light/12-h-dark cycles displayed an increased

2+ 12+
, L1

sensitivity to K', Cs and heat stress as well. These data indicate that LIP1 has a more

general role in the regulation of responses to abiotic stress conditions.
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Subcellular localization of LIP1

We showed previously that the yellow fluorescent protein YFP-LIP1 fusion protein is
detectable both in the cytosol and in the nucleus and that this distribution pattern is not
affected by light conditions or the circadian clock (Kevei et al., 2007). To test if any of the
pleiotropic functions of LIP1 require specific subcellular localization, we generated transgenic
lip1 plants expressing the LIP1-YFP fusion protein with or without nuclear localization signal
(NLS) or nuclear export signal (NES). Transgenic lines with comparable expression levels
were selected and localization of the different LIP1 fusion proteins was analyzed by
fluorescence microscopy. As expected, YFP-LIP1 was detectable both in the cytoplasm and in
the nuclei, whereas YFP-LIP1-NLS and YFP-LIP1-NES were clearly restricted to the nucleus
and the cytoplasm.

Nuclear localization of LIP1 is essential for its circadian function

Complementation of the ploidy, salt stress, photomorphogenic, and circadian phenotypes
of the /ip] mutants was tested in the selected transgenic lines. Expression of YFP-LIP1, YFP-
LIP1-NLS, or YFP-LIP1-NES in the /ip/ mutant background restored ploidy levels to the
wildtype level. The jigsaw shape of cotyledon pavement cells was also restored in all
complemented lines. Furthermore, /ip /-2 plants expressing either of the LIP1 fusion proteins
were able to tolerate 100 mM NaCl and develop similarly to wildtype plants. Hypocotyl
lengths of either of the complemented lines grown in red, blue, or far-red light were also
indistinguishable from that of the wild type. The expression of YFP-LIP1 or YFP-LIP1-NLS
restored wild-type circadian rhythms, whereas YFP-LIP1-NES-expressing transgenic lipl-2
seedlings displayed rhythms very similar to that of /ip/-2. Period estimates quantitatively
demonstrated full complementation or the complete lack of complementation as indicated. We
conclude that for the regulation of the circadian clock, a significant portion of LIP1 needs to
be present in the nucleus. These observations suggest that the function of LIP1 in the
circadian clock can be separated from its role in the control of cell development,

endoreplication, stress tolerance, and photomorphogenesis.

Integrating LIP1 into the plant circadian network

The lack of LIP1 causes short period phenotype with all tested output marker genes
(CCR2, CAB, PRRY, CCAl, LHY, GI), proving its importance in the plant circadian network.
We measured the mRNA of core clock components in /ip/ mutants grown under 12-h-
light/12-h-dark cycles and found that the peak level of CCA/ and TOCI mRNA decreased

significantly compared to the wild type. Examination of genetic interactions between LIP]
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and TOC1, CCAI, PRR5, PRRY and GI genes via double mutant analysis revealed that Gl is a
clock component mediating LIP1 action. G/ has epistatic effect on LIPI, regarding the
circadian, photomorphogenic and the stress phenotype as well. The relation between GI and
LIP1 is probably responsible for the decrease in the mRNA levels of CCA7 and TOC1, based
on the positive transcriptional regulation between G/ and TOCI and between TOC! and
CCAl. ccal and tocl mutants have short period phenotype. The decrease in CCA1 and TOCI1
level can contribute to the short period phenotype of the /ip/ mutant in part.

Conclusions
In this work, we provide physiological and molecular data demonstrating the following
remarks:

1. LIPI1 is required for the normal development of pavement cells in young seedlings.

2. LIPI is a component of the PhyB-controlled red light and CRY-controlled blue light
signaling cascade inhibiting endoreplication and LIP1 is involved in mediating PhyB- and
CRY-controlled photomorphogenesis.

3. LIP1 function is required for stress tolerance.

4. By manipulating the subcellular localization of LIP1, we show that the circadian function
of LIP1 can be separated from its other functions, not only at the physiological level but
also at the cellular level. Nuclear localised LIP1 is required for proper clock function.

5. The cell shape, ploidy, hypocotil and stress phenotype could be complemented with LIP1-
YFP, LIP1-YFP-NLS and LIP1-YFP-NES fusion constructs as well.

6. The lack of LIP1 causes short period phenotype of all tested output marker genes (CCR?2,
CAB, PRRY, CCAI, LHY, GI). At the mRNA level, we could observe decrease in the
maximum level of the CCAI and TOCI expression. Examination of clock gene/lipl
double mutants showed that gi mutation has epistatic effect above /ip/ mutation regarding

the circadian, hypocotil and stress phenotype as well.
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