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Roviditések jegyzéke

ABA abszcizinsav

ABI abszcizinsav érzéketlen : abscisic acid insensitive
AXR2 auxin rezisztens 2: auxin resistant 2

BAP 6-benzilaminopurin

BR 24-epibrasszinolid

CHX cikloheximid

det2 dectiolalt 2: deetiolated 2

v-GK v-glutamil kindz

GSA glutamil-szemialdehid

GSA-DH glutamil-szemialdehid-dehidrogenaz

GUS B-gliikuronidaz

2,4-D 2,4-diklérfenoxi-ccetsav

P5C A-'-pirrolin-5-karboxilat

P5CS A-'-pirrolin-5-karboxilt szintetéz

P5CR A-'-pirrolin-5-karboxilat-reduktaz

PSCDH A-'-pirrolin-5-karboxilat-dehidrogenéz

PDH prolin dehidrogenaz

ROS szabadgyok: reactive oxygen species

YAC ¢lesztd mesterséges kromoszéma: yeast artificial chromosome
SDS natrium-lauril-szulfat

X-gluc 5-bromo-4-kloro-3-indolil-B-D-gliikkuronid



1. Bevezetés

1. Bevezetés

A novényeket folyamatosan olyan kornyezeti hatasok érik, amelyek befolyésoljak
novekedésiiket, fejlodésiiket ¢s meghatarozzak termdképességiiket. A kiilonbozd
novényfajoknal kiillonbozo kiiszobérték felett ezen hatdsok stressz faktorra valnak: az extrém
hémérsékleti értékek, anaerobidzis, tdpanyaghiany, nem megfelelé fényviszonyok stb.
csokkentik a termOképességet.

A mezbgazdasagi termelést akadalyozé kornyezeti tényezOk kozil vilagviszonylatban
is a szdrazsdg, a termoteriiletek sétartalmanak novekedése €s a hideg a legfontosabb.
Mindharom stressztényezében kozds az ozmotikus nyomas megvaltozasa, ami karositja a
novények sejtjeit (ozmotikus stressz). Ezért a mezdgazdasagi termelésbe bevont ndvényfajok
ozmotikus stresszel szembeni ellenalloképességének javitasa fontos nemesitéi feladat. A
hagyomanyos nemesitéi modszerekkel nem lehet bizonyos genetikai korlatokat atlépni, a
génatvitel nem-rokon fajok kozott akadalyokba {itkozik. A molekuldris biolégia és
biotechnologia fejlddésével sok mezdgazdasagi haszonndvény genetikai modositasa lehetdve
valt. Ez 1) lehetdséget jelent a kutatok szdmara a novények tulajdonsagainak javitasat célzo
munkaban.

Régéta ismert, hogy a novények tulélési képességét az dallandéan valtozéd
kornyezetben szamos gén befolyasolja. Ez a tobbgénes jelleg jelenti a legnagyobb akadalyt a
mezdgazdasagi haszonnovények stressztiirésének javitasat célzé munkdban. Egyre tobb
bizonyiték utal egy altaldnos stresszvalasz rendszer meglétére novényekben A ndvények
kilonb6z6 kornyezeti stresszhatdsokra adott, gyakorta atfedd valaszait kozos jelatviteli utak
kozvetithetik. A stressz érzékelésében €s a stressztiirés kifejezodését befolyasoldé molekularis
szintli folyamatokban szerepld komponensek jobb megismerése altal lehetévé valhat a
kornyezeti stresszhatasoknak jobban ellendllé névények létrehozésa.

Az ozmotikus stressz bonyolult valaszreakciét valt ki a ndvényekben, mely a stressz
érzékelésével kezdddik s egy jelatviteli rendszeren keresztiil molekularis, sejtszintli és
fejlodési valaszreakciok megjelenését eredményezi. Az ozmotikus stresszre a kiilonbozd
névényfajok eltérd moddon és kiillonbozd hatasfokkal reagalnak. Az egyik leggyakrabban
eléforduldé metabolikus valaszreakcid az ozmoprotektiv molekuldk megndvekedett
szintézise. Ezen molekuldk tartjdk bizonyos hatdrok kozott egyenstlyban az ozmotikus
potencialt. Ebbe a csoportba tartozik a betain tipusi molekuldk, cukrok &s szerves savak
mellett a prolin is. Az ozmotikus stressz soran megfigyelhetd prolinfelhalmozodast sok

novényfajban, baktériumokban, moszatokban ¢és gerinctelen A4llatokban is leirtak. A
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prolinfelhalmozast abszcizinsav-figgd &s abszcizinsav-fliggetlen szignaldtviteli utak is
befolyasoljak, azonban a stressz érzékelése €s a prolin bioszintézisben résztvevd gének

indukcidja kozotti Iépések még alig ismertek.

Az evolicidé soran a viragos novények (ebbe a csoportba tartoznak a termesztett
novények is) viszonylag kései megjelenése azt is jelenti, hogy a kiillonb6z6 fajokbol izolalt
gének kozotti hasonlésag nagy. Emiatt a modellndvényekbdl izoldlt gének hasznosak
lehetnek a mezdgazdasdgilag fontos novényekkel végzett nemesitdéi munkdban. Munkdm
soran modellnovényiil az Arabidopsis thaliana (ladfl) szolgalt. Kicsi mérete, rovid
¢letciklusa, jOl ismert genetikdja, kicsi genom mérete miatt kivald kisérleti novény a
molekularis biologiai kutatasokban.

Jelen dolgozatomban az MTA Szegedi Biolégiai Kozpont Novénybiologiai
Intézetében Dr. Szabados Laszl6 ¢és Dr. Koncz Csaba iranyitasaval az Arabidopsis
Molekularis Genetikai Csoportban végzett munkdmrol szamolok be. Dolgozatom témdja az
egyik legjellegzetesebb ozmotikus stresszvalasz, a prolin felhalmozodas tanulmanyozisa

Arabidopsis thaliana-ban.



2. Irodalmi dattekintés

2. Irodalmi attekintés

2.1. A nivények ozmotikus stresszre adott valaszreakcioi

A szarazfoldi novények helyhezkotott életmodjuk miatt gyakran szenvednek az
allanddan valtozé kornyezeti feltételektdl. Ezek koziil a novények szamara hozzaférhetd viz
mennyiségének csokkenése a legfontosabb korlatozé tényezd. A szdrazsag, a vizben talalhato
oldott sé6 mennyiségének novekedese és a hideg is az ozmotikus nyomas megvaltozésa altal
karositja a novényeket. A novények adaptiv mechanizmusokat fejlesztettek ki a talélés
érdekében. Ezek kozé tartoznak morfolégiai és fejlddésbeli valtozasok (pl. az életciklus
rovidiilése kedvezdtlen kornyezeti feltételek kozott, a hajtas novekedésének gatlasa és a
gyokérzet novekedésének eldsegitése). Az ionok transzportjaban (pl. az ionok felvételében és
kivalasztasaban) és a metabolizmusban is valtozasok torténnek (pl. kompatibilis ozmolitok
szintézise) A novények morfoldgiai adaptacidja nagyon fontos lehet az adott faj szdmara,
azonban nem 4ltalanosan elterjedt a novényvilagban. Az alapvetd sejtszintli ozmotikus
valaszreakcidk azonban (mint pl. az ozmolitok szintézise) konzervaltak a novényfajok kozott.

A novényekben az evolicidé sordn kialakult szamos élettani és biokémiai védekezd
mechanizmus mitkodését a génexpresszidés mintdzat jelentds atalakuldsa biztositja. Seki ¢s
mtsai (2001) beszamoltak egy microarray technika felhasznaldsaval elvégzett kisérletrdl,
melynek soran a felhasznalt 1300 cDNS koziil 44 expresszids szintje emelkedett vizvesztés
hatasara. Ezek jelentds része korabban ismeretlen volt. Az aktivalédott gének egy részének
nincs szerepe az adaptacidban, hanem a stressz altal okozott karosodds miatt aktivalédtak. A
vizvesztés sordn indukaldodd gének termékei tobbféle funkcidt latnak el. Az 1. dbran lathato a
vizvesztés soran aktivalédé gének altal kédolt fehérjck funkcid szerinti csoportositasa.

Ozmotikus stressz sordn a fehérjék gyakran aggregalddnak, illetve megsériilnek. Ezért
sziikség van ezen fehérjék konformaciéjat helyreallitd chaperonokra, illetve a sériilt fehérjék
lebontasat végzd protedzokra. Microarray adatokbol ismert, hogy vizhidny soran
chaperonokat, proteazokat ¢s protedz inhibitorokat kédolé gének aktivalodnak (Bray, 2002).

A vizvesztés hatasara indukalédé transzportfolyamatokban szerepld fehérjék koziil
legfontosabbak az aquaporinok. A sejtes vizszallitds fontos elemei az aquaporin fehérjék,
amelyek a csatornafehérjék komplex csaladjat képezik. Ezen fehérjék a viz mozgasat segitik
elé a transzmembran vizpotencidl gradiensek mentén. Az aquaporinok szabalyozhatjak a
membranok hidraulikus konduktivitdsat és akar 10-20-szoros ndvekedést idézhetnek el a

membranok vizpermeabilitdsaban (Maurel és Crispel, 2001).
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/JELATVITEL \

Foszfoinozitol ADAPTIV FOLYAMATOK

MAP kinazok intracellularis transzport

PR Sejt aminosav bioszintézis
. LEA fehérjék
h k
transzkripcios faktorok chaperono
MEREGTELENITES

Vakuolum

Cisztein proteazok
RNazok

méregtelenités
fenilpropanoid metabolizmus
lipid metabolizmus

\ Viz és szénhidrat transzport /

Patogenezishez kapcsolodo folyamatok Sejtfal szervezodés

1. abra Vizvesztés soran aktivalodo gének altal kodolt fehérjék funkcio szerinti

csoportositasa (Bray, 2002).

Az ozmotikus stressz kovetkeztében oxidativ stressz is 1étrejon, amelyet a nagy
mennyiségben keletkezd szabadgyokok okoznak. A normal biokémiai folyamatok soran is
képz6dnek reaktiv oxigénfajtak (pl. a fénylégzés soran és a zsirsavak [B-oxidacidjakor).
Biotikus ¢és abiotikus stresszkoriilmények kozott mennyiségiik jelentdsen emelkedik.
Szérazsag stressz soran a szabadgyokok eltdvolitdsaban szerepet jatszé enzimek aktivitdsa
emelkedik és ez osszefliggésben lehet a novények megndvekedett szarazsagtiirésével (Bowler
¢s mtsai, 1992). A gyokfogd enzimeket kodold gének jelentds részének kifejezddését
befolyasoljak a kiilonboz6 stressztényezok, illetve az abszcizinsav (Guan és Scadalios, 1998).

Az ozmotikus stressz ¢s ABA-kezelés hatdsara felhalmozodo fehérjék egyik nagy
csoportjat jelentik az in. LEA (Late Embryogenesis Abundant: kés6i embridgenezis sordn

eléforduld) fehérjck. A LEA fehérjék széleskortien eléfordulnak az egy- és kétszikli novények
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kozott. Ezen fehérjékre a nagyfoku hidrofilitas és vizoldékonysag jellemz . Funkcidjuk még
nem ismert pontosan, valdsziniileg a citoplazma makromolekulainak védelmében szerepelnek

(Ramanjulu és Bartels, 2002).

2.2. Ozmotikus stressz soran bekovetkezéo metabolikus valtozasok

Régota ismert, hogy a novényi sejtek metabolizmusa a vizhiany éaltal befolyasolt
(Hsiao, 1973), azonban sokaig nem volt ismert, hogy a vizhidny soran megfigyelt metabolikus
valtozasok mely részének van szerepe a stresszhez vald alkalmazkodasban és mely része jon
létre a karosodas kovetkeztében. Intenziv kutatds targyat képezik a fotoszintézisben, a szén-
¢s nitrogén felhasznédlasban, illetve a kis molekulatomeg kompatibilis ozmolitok
szintézisében szerepl enzimeket kodolo gének. Ezek kozil részletesen az egyik
legaltalanosabban el forduld ozmotikus stresszvalaszrol, az ozmolitok felhalmozddasarol lesz

$z0.

2.2.1. Ozmolitok funkcioi

A citoszolban talalhatd toltéssel rendelkez részecskék mennyiségének novekedése
megvaltoztathatja a makromolekulék hidratburkat, befolyasolva ezzel azok konformacidjat és
a toltésviszonyaikat. A kompatibilis ozmolitok fontos szerepet jatszhatnak a makromolekulak
konformacidjanak fenntartasaban. A kils kornyezet ozmotikus potencidljanak valtozasara
adott, az ¢l vilagban nagyon elterjedt valaszreakci® az olyan metabolitok felhalmozasa,
amelyek “kompatibilis” ozmolitként hatnak (azaz nem zavarjdk a biokémiai folyamatokat).
Az ozmolitok szerkezetiik alapjan lehetnek aminosavak (prolin), gy r s poliolok (mioinozitol)
¢s ezek metilalt szarmazékai (pinitol, ononitol), nem-gy r s poliolok (mannitol €s szorbitol),
kvaterner ammoénium-szarmazeékok (betainok), tercier szulfonium-szdrmazékok (dimetil-
szulfonio propionsav) €s cukrok (trehaldz, fruktan, szachar6z). Ezen ozmolitok felhalmozésa
el segiti az “ozmotikus kiigazitast “ a bels ozmotikus potencial csokkentésével €s hozzajarul
az ¢l 1ények stressztoleranciajahoz (Delauney és Verma, 1993). A kompatibilis ozmolitok
hatasmechanizmusa még nem teljesen felderitett. A kompatibilis ozmolitok hidrofil
molekulak, ezen tulajdonsaguk azt jelzi, hogy a fehérjék, fehérjekomplexek €s membranok

felszinén a vizmolekulakat helyettesiteni tudjak. Igy ozmoprotektansként és kis
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molekulatomeg chaperonként hatnak. A kompatibilis ozmolitok csokkenteni tudjak a toxikus
ionok enzimaktivitast gatlé hatasat (Brown, 1990). Megnovelik az enzimek h stabilitasat
(Galinski, 1993) és megakadalyozzak az enzimkomplexek szétesését, mint pl. a Il-es
fotokémiai rendszer oxigén-felszabadito enzimkomplexe (Papageorgiou és Murata, 1995).
Gyakran a felhalmozddas mértéke nem elegend ahhoz, hogy hozzajaruljon az ozmotikus
kiigazitashoz, azonban a fehérjék és membranok feliletén a helyi koncentraciojuk fontosabb
lehet, mint az abszolut mennyiségiik. Egyes kutatok szerint az ozmolitoknak fontosabb
szerepuk van pl. a szabadgyokok eltavolitasaban, mint az ozmotikus kiigazitasban
(Ramanjulu és Bartels, 2002; Hong €s mtsai, 2000). Greenway és Munns (1980) szerint az
ozmolitok szén- €s nitrogén forrasként szolgalhatnak a stressz megsz nését kovet en, mivel
konnyen mozgosithato redukalo er t jelentenek. Mutans névények analizisével €s genetikailag
maodositott novények molekularis €s biokémiai tanulmanyozasaval Gjabb bizonyitékok lattak
napvilagot az ozmolitok funkciojat illet en. A nagyobb mérték ozmolitfelhalmozas
érdekében 1étrehozott génmoddositott novények altalaban a vartnal kisebb mértékben
halmoztak fel ezen anyagokat és abiotikus stresszkorilmények kozott nem mindig mutattak
jobb novekedést. Az irodalomban ezzel kapcsolatban taldlhato kozlemények ellentmondasos
volta jelzi, hogy az ozmolitok szerepe a stressztolerancidban nem irhat6 le csupan az
ozmotikus kiigazitashoz valdé hozzgjarulassal. Az a biokémiai reakciout, amely egy adott
ozmolithoz vezet, fontosabb lehet, mint maga a felhalmozodas. Pl. a prolin bioszintézis és
lebontas enzimeinek szabalyozott kifejez dése jelzi, hogy a prekurzor és a termék kozotti

korforgas fontos lehet (Verbruggen ¢€s mtsai, 1996).

2.2.2. A leggyakrabban el6fordulé ozmolitok

A trehaléz (nem-redukalé diszacharid) gyakran magas koncentracioban fordul eld
baktériumokban, gombdkban és olyan ¢lélényekben, melyek képesek a teljes kiszaradast
talélni (“feltimado” novények: resurrection plant: Goddijn és van Dun, 1999). A trehaléz in
vitro képes dehidratalt enzimeket ¢s membranokat stabilizalni (Colaco és mtsai, 1992).
Azonban a trehaléz tiltermeltetésére 1étrehozott génmddositott novényekben a trehaldz szintje
alacsonyabb volt a vartnal (valészinlileg a trehaléz lebontasa miatt) és megvaltozott a
névények morfoldgidja és cukor metabolizmusa (Goddijn és mtsai, 1997).

A glicin betain (GB: N,N,N-trimetil glicin) széles pH tartomanyban elektromosan

semleges. Vizben nagyon jol oldodik, bar tartalmaz egy 3 metilcsoportbdl allé apolaris
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molekularészt is. A GB kolcsonhatasba tud Iépni a makromolekuldk hidrofil és hidroféb
doménjeivel is. In vitro kisérletekbdl ismert, hogy a GB nemcsak ozmolitként hat, hanem
stabilizdlja az enzimek és fehérjekomplexek szerkezetét és védi a membranok integritasat a
magas sékoncentracié, hideg ¢&s meleg karosité hatdsaitél (Gorham, 1995). Szdmos
kozlemény szamol be olyan kisérletekrdl, amelyekben a névények stressztlird képességét a
glicin-betain tultermeltetésével probaltdk fokozni (Sakamoto ¢&s Murata, 2001). Tobb
kozleményben is szerepel, hogy a Iétrehozott genetikailag mddositott névényekben a GB
koncentracidja alacsony volt ahhoz, hogy véd6hatasat ozmoregulatorként fejtse ki.
Cukor-alkohol tipusi molekuldk, pl. a mannitol taltermeltetésére is torténtek
kisérletek. Tarzynski és mtsai (1993) altal létrehozott, az E. coli mtID (mannitol-1-foszfat
dehidrogenaz) génjét hordozé transzgénikus dohdnyndvények mannitolt halmoztak fel és
sotlirésiik megnétt. Azonban Karakas és mtsai (1997) szerint ezen transzgénikus novények és

a vad tipust novények szarazsagstressz soran hasonléan viselkedtek.

2.2.3. Prolin, mint ozmolit eléfordulasa

A prolin az egyik leggyakrabban -el6fordulé ozmolit, amely felhalmozédik
baktériumokban, moszatokban, gerinctelen 4allatokban ¢és novényekben is viz-, illetve
sostressz sordn (Csonka, 1989; Delauney és Verma, 1993, Yoshiba és mtsai, 1995). A
baktériumoktél a magasabbrendli novényekig ismert az osszefliggés a sejtek megnovekedett
prolin tartalma ¢és a kedvezdtlen kornyezeti feltételek (vizhidny, extrém hémérsékleti
viszonyok, nehézfém szennyezés, kornyezet megnovekedett sétartalma) kozotti
taléloképessége kozott. Baktériumokban a prolin ozmoprotektans anyagként miikodik és a
prolin-tultermeld E. coli mutans megndvekedett ozmotoleranciat mutat (Csonka, 1989). A
baktériumok citoplazmajaban bekovetkezd prolin felhalmozoddast az egyéb oldott anyagok
koncentracidjanak csokkenése, valamint a citoplazmatikus viz térfogatanak emelkedése kiséri
(Cayley és mtsai, 1992). A prolinrdl régéta feltételezik, hogy kompatibilis ozmolitként
csokkenteni tudja az ozmotikus stressz karosito hatasait (Delauney és Verma, 1993).

Szdmos magasabbrendii halofita novény leveleiben prolin halmozédik fel (Briens és
Larher, 1982), tovabba vizhidnynak kitett novények leveleiben és a hajtasok apikalis
merisztémaiban is megfigyelhetd a szabad prolin szintjének emelkedése (Boggess és mtsai,
1976; Jones ¢s mtsai, 1980). Pollenben (Lansac és mtsai, 1996), alacsony vizpotencial mellett

novekvd gyokerek apikalis régidjaban (Voetberg és Sharp, 1991), NaCl-stresszhez adaptalt
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névényi sejtszuszpenzids kulturdban (Thomas ¢s mtsai, 1992) is végbemegy a prolin
felhalmozodasa. Cu- és Zn-kezelés hatdsira Scenedesmus fajokban &s Brassica juncea
névényekben is prolin halmozodik fel (Tripathi és Gaur, 2004; Singh és Tevari, 2003).
Harom, hazank szikes talajain megtalalhaté halofita névényfajban (Lepidium crassifolium,
Camphorosma annua, Limonium gmelini subsp. hungaricum) az egyéb kompatibilis
ozmolitok mellett a prolin felhalmozddasa figyelhetd meg, mely szezondlis valtakozast mutat

(Murakézy ¢s mtsai, 2003).

2.2.4. A prolin bioszintézise, lebontasa és transzportja

A baktériumokban végbemend prolin bioszintézis az L-glutaminsav -
karboxilcsoportjanak ATP-fiiggd foszforilalasaval kezdédik. Ezt az irreverzibilis reakcidt a
proB gén altal kodolt y—glutamil kinaz katalizalja. A keletkezd y-glutamil-foszfat rendkiviil
instabil, melyet a pro4 gén terméke, a glutamil-szemialdehid-dehidrogenéz atalakit glutamil-
szemialdehiddé (GSA). A GSA spontéan &s reverzibilis modon ciklizalodik, igy A-'-pirrolin-3-
karboxilat (P5C) keletkezik. A P5C-t a proC gén altal kédolt pirrolin-5-karboxilat reduktaz
(P5CR) alakitja prolinnd (Adams ¢s Frank, 1980).

Novényekben a NaCl- é&s vizstressz sordn végbemend prolin  felhalmozas
sebességmeghatarozd Iépésének meghatarozasa régota foglalkoztatta a kutatdkat (Delauney és
Verma, 1993). Mivel a baktériumokban végbemend prolin bioszintézis mar ismert volt, ezért
a prolin bioszintézis kiilonboz6 1épéseiben mutacidt hordozo baktérium térzseket hasznaltak a
megfeleld novényi gének izoldldsahoz. Delauney és Verma (1990) az E. coli proC mutans
funkcionalis komplementaldsival izolalt egy A-'-pirrolin-5-karboxilat-reduktazt (P5CR)
kédold, sz6jabdl szdrmazd cDNS-t. Ezt kovetden borsébdl és Arabidopsis-bdl is izolaltak
PSCR-t kodolé gént (Williamson ¢&s Slocum, 1992; Verbruggen ¢és mtsai, 1993).
Baktériumokban mar ismert volt, hogy a prolin bioszintézis sebességmeghatarozo 1épését a y-
glutamil-kinaz aktivitas jelenti, melyet a prolin feed back gatol. Mivel feltételezték, hogy ez
névényekben is igaz, ezért az E. coli proB gén (mely y-glutamil-kinazt kédol) mutacidjanak
komplementalasaval probaltak a prolin bioszintézis hasonld 1épését katalizaldo enzimet kodold
gént izoldlni. Elészoér Vigna aconitifolia-bol sikeriilt egy c¢DNS-t izoldlni, amely egy
kétfunkciés enzimet kodolt. A PSCS fehérjének +y-glutamil-kindz (y-GK) és glutamil-y-
szemialdehid dehidrogendz (GSA-DH) doménje volt (Hu és mtsai, 1992).
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A novényekben végbemend prolin metabolizmus a 2. dbran lathaté. Prolin képzddhet
glutaminsavbdl és ornitinbdl is. Ozmotikus stressz soran a glutamat bioszintézisut az
elsédleges és kapcsolatban all a de novo purin bioszintézissel (Delauney és Verma, 1993).
Kozvetett bizonyitékok alapjan mar az 1980-as években feltételezték a baktériumokéhoz
hasonld, glutaminsavbdl kiinduld bioszintézisit meglétét novényekben is (Adams és Frank,
1980). E reakciout soran a glutaminsav foszforildlodik ¢&s glutamil-szemialdehiddé (GSA)
redukalodik. A reakciét egy kétfunkcids enzim, a A-'-pirrolin-5-karboxilat szintetdz (P5CS)
katalizalja. A P5CS enzimnek y-glutamil-kindz (y-GK) és GSA-dehidrogenaz aktivitdsa is van
(Hu és mtsai, 1992). A GSA spontan médon A-'pirrolin-5-karboxilatta alakul, melyet a A-'-
pirrolin-5-karboxilat-reduktaz (PSCR) prolinna alakit (Delauney és mtsai, 1993). A folyamat
sebességmeghatarozd 1épése a y-glutamil kindz altal katalizalt reakcid, melyet a prolin mar
viszonylag kis koncentracidban is feed-back gatol (Csonka, 1989; Zhang ¢és mtsai, 1995). Ez a
tulajdonsag felhasznalhaté a megndvekedett ozmotikus stressz toleranciat mutaté novények
eléallitasaban. A Vigna aconitifolia P5CS génjében a feed back gatlasért felelds szakasz
helyspecifikus mutagenezissel torténd megvaltoztatasaval eldallitott mutans gén altal kédolt
fehérje dohanyban valé tultermeltetése kb. kétszer tobb prolin felhalmozddasdhoz vezetett.
Ezen transzgénikus csiranévények 200 mM NaCl-t tartalmazé taptalajon névekedni tudtak,
valamint ezen csirandvényekben a szabadgyokok mennyisége is csokkent volt (Hong és
mtsai, 2000). Irodalmi adatok szerint Arabidopsis-ban a prolinfelhalmozas koéveti a P5CS gén
expresszidjanak emelkedését s6- s abszcizinsav-kezelés hatdsara (Yoshiba és mtsai, 1995),
mig az emlitett kezeléseknek nincs egyértelmii hatasa a P5C reduktdz expresszidjara. Ezért
ugy tinik, a stressz-indukalta prolinfelhalmozast féleg a P5CS gén expresszidja szabalyozza.

A ndvények ornitinbdl is szintetizalhatnak prolint, kétféle reakciotton keresztiil. Az
ornitin o-aminocsoportjanak transzaminalédasaval o-keto-d-aminovajsav keletkezik, amely
A-'-pirrolin-2-karboxilsavva (P2C) valé ciklizalédas utan prolinna redukalédik. A masik
reakcidut soran a d-aminocsoport transzaminalédasa utan GSA keletkezik, amely P5C-n
keresztiil prolinna alakul. Delauney és mtsai (1993) beszdmoltak a Vigna aconitifolia-bol
szdrmazo ornitin aminotranszferaz cDNS izolalasardl és megallapitottak, hogy ez a cDNS egy
d-aminotranszferazt kodol, bizonyitva ezzel a P5SC-n 4t valo prolin szintézist. Arabidopsis-bol

is izolaltak ornitin-d-aminotranszferazt (Roosens ¢és mtsai, 1998).
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2. abra A prolin bioszintézise és lebontasa novényekben

P5CS: A-l-pirrolin-S-karboxilét szintetdz; PSCR: A-l-pirrolin-S-karboxilét reduktdz P2CR: A-l-pirrolin-Z-
karboxilat reduktaz; PDH: prolin dehidrogendz; PSCDH: A-l-pirrolin-S-karboxilét dehidrogenaz; O-o-AT:
ornitin-o-aminotranszferaz; O-8-AT: ornitin-d-aminotranszferaz

A bioszintézisen kiviil a lebontas is befolyasolja a szabad prolin szintjét. A prolin
P5C-vé oxidalodik a névényi mitokondriumokban. Ezt a reakciét a prolin dehidrogendz
(PDH) katalizdlja, mely a mitokondrium belsd membranjanak a matrix feléli oldaldn
talalhat6. A PDH kozvetleniil elektronokat ad a Iégzési elektron transzport lancba (Elthon és
Stewart, 1981). A keletkezett P5SC glutaminsavva alakitdsat a P5SC dehidrogendz (PSCDH)
végzi. A prolin oxidacidja gatolt az ozmotikus stressz soran 1étrejovo prolinfelhalmozas
soran, ¢s a reakcié végbemegy a novények rehidratacidja sordn (Peng ¢és mtsai, 1996). A
stressz soran létrejovo prolinfelhalmozas a bioszintézis aktivalédasabol &s ezzel egyiitt a

lebontas naktivalodasabdl szarmazik.
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Novényekben a szabad prolin szintjét a metabolizmuson kiviil a transzport is
befolyasolja. Magasabbrendli novényekben a transzportfolyamatok fontos szerepet jatszanak a
nitrogén tovabbitasban, stresszkoriilmények kozott nagymértékl valtozasok torténnek a C &s
N elosztasban. Hare ¢és Cress (1997) feltételezése szerint a prolin szervek kozotti transzportja
képes Osszehangolni az egyes szovetek eltéré ozmotikus és metabolikus igényeit.
Arabidopsis-ban két prolin-specifikus transzportert, a ProT/-t és a ProT2-t klénoztak meg
(Rentsch és mtsai, 1996). A ProTl gén legerésebben a virdgban expresszalédik és a
megtermékenyiilés utdn csdkken az expresszidja.. A ProT2 gén so6-, illetve vizstressz soran
erdsen indukdlédik, mig a ProT] expresszidja nem valtozik (Rentsch és mtsai, 1996).
Mindkét specifikus prolin transzporter kifejezOdik gyokérben, ami &sszhangban van a
feltételezéssel, mely szerint a novények gyokerei fontos prolin bioszintézis helyek, ahonnan a
képz6dott prolin a hajtasokba kertil (Hua ¢s mtsai, 1996). Séstressz soran a Pro72 viszonylag

gyorsan indukalédik, ami a stresszkoriilmények kozotti prolin transzport fontossagara utal.

2.2.5. Az ozmotikus stressz soran felhalmozodo prolin szerepe

A prolin védi a membranokat és fehérjéket a magas inorganikus sékoncentracio és az
extrém homérsékleti értékek karositd hatasaival szemben (Santarius és mtsai, 1992; Songstad
¢s mtsai, 1990). Magasabbrendii novényekben a kiilséleg alkalmazott prolin ozmoprotektiv
hatasu lehet (Handa és mtsai, 1986).

Vigna radiata ndovényekben az alkalmazott nehézfémkoncentracidoval aranyos
mennyiségili prolin halmozodott fel, amely novelte a névények taléloképességét a stressz
soran (Singh és Tewari, 2003). Tripathi és Gaur (2004) szerint a prolin a nehézfémek okozta
oxidativ stressz sordn a keletkez6 szabadgyokok (f6leg a hidroxilgyokok) eltavolitasaval védi
a sejteket.

Hare és Cress (1997) feltételezése szerint a NADP"/ NADPH redox rendszernek
fontos szerepe lehet az anyagcsere szabéalyozasaban, mivel a A-'-pirrolin-5-karboxilat &s
prolin kozotti atalakulds kozvetitheti a citoszolban taldlhaté NADPH-b6l szarmazé redukalo
erd elektron transzport lancba torténd atvitelét. . A prekurzor és a végtermék kozotti korforgas
hozzajarulhat a redukald erd setjrészecskék kozotti mozgasahoz, szallithatja az elektronokat a
NADPH-t61 a NADP'-re, Osszekapcsolhatia a NADPH oxidalasat a mitokondridlis
elektrontranszporttal (Phang 1985). Tehat lehetséges, hogy a prolin abszolit mennyiségénél

fontosabb a bioszintézis és lebontas korforgasa a kornyezeti stresszhatasokhoz vald
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adaptalodasban, mivel ez hozzajarul a NADP™ szint fenntartasihoz. A prolin szintézis altali

NADP -raktar feltoltés elénye a redox “korforgas” clésegitése lehet. Babiychuk &s mtsai
(1995) szerint ez fontos a ndvények antioxidativ védelmi mechanizmusaban, melyben fontos
szerepet jatszik az oxidativ pentdz-foszfat ciklus. Ez 6sszhangban van azzal, hogy NADPH-ra
van sziikség a glutation (GSH) ¢s az aszkorbat redukalt allapotanak fenntartasahoz (Juhnke ¢s
mtsai, 1996). Szamos bizonyiték utal a prolin szintézis fontossdgara a pentdz-foszfat ciklus
aktivitdsanak eldsegitésében (Hare és Cress, 1997). Iyer és Caplan (1998) szerint a P5C (a
prolin szintézis ¢s lebontas egyik intermediere) megndvelte hdrom ozmotikusan szabéalyozott
gén expressziojat rizsben. P5SC-vel vagy 3,4-dihidro-prolinnal kezelt névények kevesebb O,-t
hasznaltak fel, NADPH-szintjilk csokkent, NADH-szintjiik emelkedett és olyan ozmolitokat
halmoztak fel, mint az ozmotikusan stressz soran. Megallapitasaik sszhangban vannak Hare
¢s Cress (1997) feltevéseivel. E szerint a prolin szintézis és lebontas folyamatabol szdrmazéd
jel (valészintlileg a piridin nukleotid pool redox potencidlja) szabalyozhatja az ozmotikus
stresszre adott génexpresszids szintli valaszokat.

A tobbi ozmolithoz hasonldan a stresszhatas megsziinését kovetden a prolin lebontasa

is sz¢én-, nitrogén- és energiaforrasul szolgalhat a ndvekedés helyreallitdsahoz.

2.2.6. Prolin szerepének megismerése génmaodositott novények felhasznalasaval

Az ozmotikus stressz sordn torténd prolinfelhalmozddds szerepe mar régbta
foglalkoztatja a kutatékat. Tobb olyan kézlemény latott napvildgot, amelyben a kutatok a
prolin bioszintézisében, illetve lebontdsban szerepet jatszé enzimek kodold génjeit
felhasznalva probaltak a novények stressztoleranciajat fokozni.

Kavi Kishor és mtsai (1995) beszdmoltak a Vigna aconitifolia-bdl szarmaz6 P5CS-t
taltermeld  dohanyok magasabb  prolinszintjér6l. Tovabba ezen génmdbdositott
dohdnyndvények szdrazsag soran nagyobb tomegl gyokeret s tobb virdgot képeztek, mint a
vad tipusu névények. Ezek alapjan ugy tlinik, a prolin bioszintézis kulcsenzimét kodold gén
taltermeltetésével  javitani lehet a novények ozmotikus  stresszel szembeni
ellenalloképességét.

Zhu és mtsai (1998) szerint egy ABA- ¢s stressz-indukalhatéd promoter mogé Epitett

Vigna P5CS cDNS rizsben torténd kifejeztetése hozzajarult a novények emelkedett prolin
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szintjéhez. Valamint ezen novények nagyobb tomegl biomasszat képeztek stressz
kortilmények kozott.

A fentebb emlitett PS5CS-tultermeld transzgénikus dohdny é&s rizs novények
szdrazsag, illetve soOstressz esetén rezisztensebbnek tiintek, mint a vad tipusi novények.
Azonban nincs elég bizonyiték arra, hogy a prolin az ozmotikus kiigazitason vagy mas
mechanizmuson keresztiil jarul hozzd ezen novények stressztiiréséhez (Sharp és mitsai,
1996).

Nanjo ¢s mtsai szerint ( 1999a) a prolin nemcsak kompatibilis ozmolitként hat, hanem
a novények novekedésében és morfogenezisében is szerepet jatszik Olyan génmoédositott
Arabidopsis csirandvényeket allitottak eld, melyek a PSCS cDNS-t antiszensz orientacidoban
hordoztdk. A transzgénikus novények prolinszintje alacsonyabb volt a vad tipusu
novényekhez képest. Ezen ndvények stressztiirése is kisebb mértékii, ez a tulajdonsag a
taptalajhoz adott L-prolinnal gatolhaté volt. Ezen antiszensz novények rozettaleveleinek ¢s
virdgzatanak morfolégiaja is megvaltozott. A kiilséleg alkalmazott L-prolin ezen morfologiai
valtozasokat is gatolta. Ez arra utal, hogy az L-prolin szerepet jatszik a novények
morfogenezisében is. A transzgénikus novények csokkent ozmotoleranciajaért pedig
valoszinileg a ndvények megvaltozott edénynyaldb rendszere a felelés. Nanjo és mtsai
(1999a) szerint az antiszensz novényekben a sejtfal matrix fehérjéinek bioszintézise is
karosodott. Valosziniileg a sejtfal strukturalis fehérjéi koziil az in. PRP-k (Pro-rich proteins,
azaz prolinban gazdag fehérjék) és HRGP-k (Hyp-rich glycoproteins, azaz hidroxi-prolinban
gazdag glikoproteinek) feleldsek a mutans fenotipusért.

Mivel a bioszintézisen kiviil a lebontas is befolyasolja a szabad prolin szintjét a
névényekben, ezért feltehetden a lebontési folyamat gatlasaval emelhetd a prolin szint. Nanjo
¢s mtsai (1999b) antiszensz AtPDH cDNS-t expresszald Arabidopsis novényeket allitottak
eld. Ezen transzgénikus névények a vad tipushoz képest tobb prolint halmiztak fel, valamint
megndvekedett ozmotoleranciat mutattak.

Mani ¢és mtsai (2002) szintén a prolin dehidrogenaz szintjének valtozasabol eredd
hatasokat vizsgaltdk. Olyan génmddositott Arabidopsis novényeket hoztak Iétre, melyek a
PDH gént szensz (tovabbiakban PDH-S), illetve antiszensz (tovabbiakban PDH-AS)
orientacidban tartalmaztak. Kozleményiikben arr6l szamoltak be, hogy a PDH-S névényekben
a stressz alatt &s a stresszhatds megsziinését kovetd helyreallas soran csokkent a prolin szintje,
mig a PDH-AS novényekben pedig valamelyest emelkedett prolin szintet lehetett mérni. A
prolin szintjében viszonylag csekély kiilonbségek mérhetdek, annak ellenére, hogy a PDH

mRNS- és fehérjeszintje jelentésen megvaltozott. Stresszkoriilmények kozoétt a PDH
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transzgénikus ndovények ozmotolerancidja nem valtozott. Azonban a taptalajhoz kiilsdleg
adott prolin megnovelte a PDH-S novények tulélését NaCl okozta stressz alatt. A PDH-AS
névények viszont tulérzékenyek voltak az exogén prolinra, mig a PDH-S noévények pedig a

prolin analég vegyiiletére voltak érzé¢kenyebbek.

2.3.  Jelatviteli folyamatok az ozmotikus stressz soran

Az ¢l6lények adaptiv mechanizmusainak 6 tulajdonsdga, hogy kiilsé hatasra
indukélodnak, igy az €10 szervezetek erdforrasaikat csak sziikség esetén mozgositjadk. A
névények szadmos mechanizmust fejlesztettek ki, amelyekkel a kornyezeti stresszhatdsokat
érzékelik, a jelzéseket kozvetitik és dsszehangoljak, igy rajuk a megfeleld médon reagalnak.
A kiilonboz6 kornyezeti hatasok tobbféle jelatviteli tuton keresztiil szabalyozzdk a
génkifejez8dést. Egy altalanos jelatviteli ut a jel érzékelésével kezdddik, melyet a masodlagos
hirvivék (pl. inozitol foszfatok, Ca™") képz6dése kovet. A masodlagos hirvivék fehérje
foszforilacids kaszkadot indithatnak el, melyek végiil a sejtek védekezd reakcidiban
kozvetleniil szerepet jatszo fehérjéket, illetve stressz-szabalyozott géneket befolyasold
transzkripcids faktorokat érintenek. Ezen gének termékei részt vehetnek a szabalyozo
molekuldk képzddésében (pl. az ABA, etilén és a jazmonsav). Ezen szabalyozdé molekulak
elindithatjak a jelatviteli ut masodik korét, melyben gyakran mas molekuldk szerepelnek, mint
az elsé korben. Egy elsOdleges stressz aktivalhat tobb, térben és iddben kiilonb6zd jelatviteli
utat. Ezen utak kapcsoldédhatnak és kolesonhatasba 1éphetnek egymassal, 1étrehozva ezzel egy

jelatviteli halozatot.

2.3.1. Abiotikus stressz szignalok érzékelése

Az abiotikus stressz szignalok Osszetettségébdl addddan szdmos Erzékeld meglétét
feltételezik. Baktériumokban ¢s élesztoben un. kétkomponenst rendszerek vesznek részt az
ozmotikus stressz érzékelésében. Mivel az Arabidopsis-ban talalhaté egyik hisztidin kinazt, az
AtHK1-t kédolé gén mRNS-szinten ozmotikus stressz altal aktivalhatd, és a gén élesztében
torténd kifejeztetése képes komplementalni az élesztd s/n/-zs mutacidjat (a mutdns élesztdben
sériilt az egyik ozmoszenzor), ezért errdl feltételezik, hogy ozmoszenzorként miikodik (Urao

¢s mtsai, 1999). Az AtHKI1 fehérjének két transzmembrdn doménje, egy hisztidin kinaz
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doménje és egy, a valasz regulatorokhoz hasonldé doménje van. Az AtHK! mRNS gyokérben
mutathaté ki a legnagyobb mennyiségben, levelekben az mRNS szintje emelkedik 250 mM
NaCl-, hidegkezelés, valamint desztillalt viz hatdsdra is. A gént sinlAsholA élesztd kettds
mutansban (mindkét ozmoszenzor hianyzik) kifejeztetve nagymértékii ozmotoleranciat mutat
a transzformalt élesztd, jelezve, hogy az AtHKI1 képes a HOGl MAP kinaz kaszkadot
aktivalni (Urao és mtsai, 1999). Az Arabidopsis genomban szdmos tovabbi feltételezett
kétkomponenst hisztidin kinazt kédold gént azonositottak (Urao &s mtsai, 2000), bar még
ezek géntermékeinek funkcidja nem ismert.

A mitogén aktivalt protein kinaz (MAP kinaz) jelatviteli kaszkddok széleskorlien
eléfordulnak az eukariota él6lényekben, melyek az extracellularis térbdl érkezd informaciédt a
citoszolba ¢s a sejtmagba tovabbitjak. Ezen jelatviteli folyamatok eléfordulnak a sejtosztodas,
a sejtek differencidlodasa, a metabolizmus, valamint a biotikus és abiotikus stresszhatasokra
adott valaszokban. Novényekben a MAP kindzokat, illetve a jelatviteli lancban el6ttik
elhelyezkedd szabalyozé komponenseket kodold gének multigén csaladokat alkotnak. Ezen
gének termékei kiillonbozo jelatviteli utakat alkotnak, melyek dsszetett halézatot képeznek. A
névényekben szdmos, ozmotikus stressz altal aktivalt MAPK is talalhaté. Lucerna sejtekben
egy 46-kDa tomegli MAPK, a SIMK (Salt Stress-Inducible MAP Kinase, sostressz-
indukalhaté MAP kinaz) aktivalédik hiperozmotikus stressz soran (Munnik és mtsai, 1999).
Dohany sejtekben egy hasonlé MAPK, a SIPK (Salicylic acid-Induced Protein Kinase,
szalicilsav-indukalt protein kinaz) taldlhaté (Mikolajczyk és mtsai, 2000). Arabidopsis-ban
talalhat6 egy fehérje, amely keresztreakcidt mutat a dohdny SIPK ellenanyaggal és ozmotikus
stressz hatdsara ez is indukalodik (Hoyos és mtsai, 2000). Arabidopsis-ban legalabb 3 MAPK-
t talaltak, melyeket NaCl, hideg, mechanikai sériilés aktival (Ichimura és mtsai, 2000). Tehat
névényekben is megtalalhatbak a MAP kinaz kaszkddok, de ezek szerepének pontosabb
feltérképezéséhez tovabbi funkcionalis vizsgalatok sziikségesek.

Novényi sejtekben a kalcium masodlagos hirvivoként szolgdl az abiotikus stressz
jelatviteli folyamatokban. A citoplazmatikus Ca®"-koncentacidjaban bekdvetkezé emelkedést
szamos kornyezeti hatas kivalthatja (pl. voros fény, ABA, gibberrellin, ozmotikus stressz,

oxidativ stressz, NOD faktorok, érintés, gomba elicitorok: Sanders és mtsai, 1999), ezért a

Ca®" a kiilonboz6 jelatviteli utak talalkozasi pontjaként szerepelhet. A kialakuld Ca” -szint
emelkedés hatdsara 1étrejovd valaszokat feltehetdleg befolydsolja az emelkedés kinetikdja,

mértéke és a Ca®” sejten beliili forrasa (Knight és Knight, 2001). Az abiotikus stressz

jelatvitelében a kalmodulin, Ca2+-ﬁigg6 protein kinazok (Qa2+-erendent Protein Kinase:
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CDPK), a SOS3 (Salt Overly Sensitive3, sora tulérzékeny) csaladba tartozéd Ca” -érzékel6k &s

a Ca2+-ﬁigg6 foszfatdzok kapcsoljak 6ssze a Ca”"-t, mint 4ltaldnosan el forduld inorganikus
jelet a fehérje foszforilaciés kaszkadokkal.

A kalmodulin az ecukariéta él6lényekben talalhaté egyik legkonzervaltabb, kismérett
fehérje. Allati és novényi sejtekben is a kalmodulin az elsédleges Ca**-receptor. A molekula 4
Ca’"-kétd Gn. EF-hand motivummal rendelkezik. A kiilonbéz6 novényi sejtekben talalhatd
kalmodulin mennyisége nagymértékben eltérd és a fejlodési stadiumtdl is fiigg.. Pl a gyokér
sztatocitdiban kb. 10-szer tobb kalmodulin taldlhaté, mint a merisztematikus sejtekben
(Trewavas, 2000 ). A Ca” kotddése a kalmodulin konformécidjanak megvaltozasat okozza. A
konformaciovaltozas kovetkeztében hidroféb aminosavak keriilnek egymas kozelébe a
molekula felszinén. Ezen hidrofob “foltokat” felismerik a kalmodulin-k&t6 fehérjék, melyek a
kalmodulinhoz valé kotdédést kovetden aktivalédnak (Luan ¢s mtsai, 2002). A kalmodulin
fontos szerepet jatszik a hiperszenzitiv reakcidban és a mechanikai sériilés jelatviteli
folyamataban (Yamakawa ¢s mtsai, 2001). Egyes kalmodulint koédold gének sostresszel
indukalhatoak, illetve fejlédési stadium-specifikus génkifejez6dést mutatnak (Luan és mtsai,
2002, valamint az ebben szereplé hivatkozasok). A kalmodulinoknak fontos szerepe van a
polarizalt novekedésben, sejtosztédasban, citoplazma dramlasban ¢&s szdmos egycb
folyamatban (Trewavas, 2000).

A CDPK-k Ser / Thr kinadzok, melyek C-termindlis részén kalmodulin-szeri domén és
EF-hand motivum taldlhatd, amely képes kozvetleniil Ca™"-t kotni. Némely CDPK N-
terminalis részén mirisztilaciés motivum talalhatd, mely a membranhoz valdé kotodés
lehetdségére utal. Az Arabidopsis genom legalabb 34 feltételezett CDPK-t kodold gént
tartalmaz (Harmon ¢s mtsai, 2001). Szamos kozlemény arrdl szdmol be, hogy a CDPK-k
indukalhatok vagy aktivalhatok abiotikus stresszhatdsok altal, jelezve ezen fehérjék
feltételezhetd szerepét a jelatvitelben (Hwang és mtsai, 2000).

A névényekben taldlhaté Ca” -érzékel6k fontos csoportjat jelenti a SOS3 csalad. A
SOS3 aminosav szekvencidja hasonld az élesztd kalcineurin fehérje szabalyozé alegységéhez
(CNB: a kalcineurin egy Ca2+-ka1modulin-ﬁigg6 foszfataz, melynek fontos szerepe van
kiilonboz6 kornyezeti faktorokra adott valaszokban) és az allati idegsejtek Ca”"-érzékel6ihez
(Liu és Zhu, 1998). A SOS3 fehérje 3 Ca2*"-kété EF hand motivumot tartalmaz. A
funkcidvesztéses Arabidopsis sos3 mutans tulérzékeny NaCl-ra. A SOS3 fehérje
miikodéséhez elengedhetetleniil sziikséges a mirisztildcié, ami arra utal, hogy ez a fehérje

membran-kotott ion transzportereket szabalyoz (Ishitani és mtsai, 2000).
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A Ca2+-ﬁigg6 foszfatdzoknak is jelentds szerepiik van a jelatviteli folyamatokban. A
2C tipusu foszfatazok kozé tartozd6 ABI1 és ABI2 (Abscisic acid Insensitive 1, 2) fehérjékrdl
részletesen az abszcizinsavrol sz616 fejezetben lesz sz6.

Allati és névényi sejtekben a foszfolipid jeltvitel fontos szerepet tolt be a kiilonbozé
jelatviteli kaszkadokban. A foszfolipaz A,, C és D el6forduldsa bizonyitott ndvényi sejtekben.
A foszfolipidek foszfolipdz A,  altal katalizalt hidrolizise sordn szabad zsirsav ¢&s
lizofoszfolipid keletkezik. Ezen molekuldk a novényi sejtekben taldlhaté plazmamembran H' -
ATPaz aktivitasat fokozzdk (Trewavas, 2000). A novényekben olyan foszfolipaz A, is
talalhatd, mely részt vesz a patogén fertézés sordn létrejovd oxidativ robbands (“oxidative
burst”) kialakuldsdban. A foszfolipdz A, altal katalizalt reakcioban linolénsav is keletkezhet,
mely az oktadekanoid bioszintézis uton keresztiil jazzmonsavva alakulhat (Trewavas, 2000),
mely részt vesz a génexpresszid szabalyozasaban. Frank és mtsai (2000) két foszfolipaz D-t
k6dolé cDNS-t izolaltak C. plantagineum-b6é1l. Mindkét foszfolipdz D rendelkezik Ca* -kotd
doménnel, tehat ezen a ponton kapcsolodhatnak a foszfolipid jelatviteli folyamatok a Ca'-
jelatviteli folyamatokhoz. Novényekben a PLC a foszfatidilinozitol 4,5 bifoszfatot (PIP,)
hidrolizalja, igy két fontos molekula, a diacilglicerol (DAG) ¢és az inozitol 1,4,5 trifoszfat
(IP3) szintje emelkedik. A DAG ¢és az IP; olyan masodlagos hirvivék, amelyek aktivaljak a

protein kindz C-t &s elésegitik a Ca™ -felszabadulast. Novényekben megemelkedik az IPs
szintje fény, patogének, oxigénhidny és szdmos hormon hatisara. Arabidopsis-ban az IP;
szintje sostressz sordn megemelkedett &s ez idBben egybeesett a citoszol Ca’ -szintjének
valtozasaval. A PI-PLC enzim gatlasival megakadalyozhaté ez az atmeneti Ca” -szint

emelkedés (DeWald ¢és mtsai, 2001) Arabidopsis csirandvényekben az ABA is kivaltja az

atmeneti [P3-szint emelkedést (Sanchez és Chua, 2001).

2.3.2. Jelatviteli utak kozotti kapesolat

Ozmotikus stressz soran a novényeknek kiilonbozé feladatokat (pl. ozmolitok
bioszintézise, viz- ¢s ionhaztartds egyensulyban tartdsa, membran transzport, sejtosztddas)
kell Osszehangolni. Ezen folyamatok megfelelé tér- ¢&s iddbeli koordinaciojahoz egy
bonyolult, egymassal kapcsolddé jelatviteli utak haldézatara van sziikség, mely képes a kiilsé
kornyezetbdl érkezd, illetve az endogén jelek érzékelésére €s tovabbitasara. A fény és a

patogén szignalok, a cukor és hormonok jelatvitelének kapcsolédasardl tobb kozlemény is

21



2. Irodalmi dattekintés

napvilagot latott (Genoud €s Métraux, 1999; Smeekens, 2000; Chory és Wu, 2001). Szamos
cukor-inszenzitiv mutans ABA-rezisztensnek bizonyult, ami a cukor és ABA jelatviteli utak
kozotti kapcsolatra utal (Smeekens, 2000; Arenas-Huertero, 2000).

A prll Arabidopsis mutans hormonokra (ABA, etilén és auxin), hidegre és cukorra
talérzékeny. Tovabba szamos fény-, szénhidrat represszid- (carbon catabolic repression),
patogén- és kornyezeti faktorok altal szabalyozott gén transzkripcionalis szinten derepresszalt
(Németh ¢és mtsai, 1998). A pr/l mutaciod pleiotrép hatasa arra utal, hogy a PRLI gén altal
kédolt WD40 ismétlédést tartalmazd szabadlyozéd fehérje miikodése sziikséges a kiilonbozd
kornyezeti hatasokra adott valaszokat szabalyozé jelatviteli utak 6sszehangolt mitkédéséhez.
A PRLI1 fehérje kolesonhat a novényekben talalhaté SNF-szerli szerin/ treonin kindzokkal
(Sucrose Non-Fermenting Related Kinase: SnRK) &s gatolja azok miikodését (Bhalerao ¢és
mtsai, 1999). A névényi SnRK-k &s az élesztében taldlhaté SNF kindzok az in. AMP-aktivalt
protein kindzok koz¢ tartoznak, amelyek fontos szerepet jatszanak az élesztd, illetve emlds
sejtekben a glilkoz- és stressz jelatvitel szabalyozdsaban, valamint a sz&énhidrat anyagcsere
enzimeit kodolé gének miikodésének befolydsolasaban (Hardie ¢s mtsai, 1998) Az
Arabidopsis-ban talalhatdé SnRK-k a fehérje degradacié szabalyozasaban is részt vesznek,
ugyanis kolcsonhatasba 1épnek az SCF komplex bizonyos elemeivel (Farrds és mtsai, 2001).
Az SnRK-k k6z¢ tartozo egyik fehérje (melyet Arabidopsis-ban a SOS2 gén kédol) a NaCl
tolerancia kialakitdsaban vesz részt.

Hellmann és mtsai (2000) beszamoltak egy cukor jelatvitelben sériilt mutansrél, mely
prolin talérzékenynek bizonyult, tehdt az ozmotikus stressz valaszok és a cukor jelatviteli
folyamatok kozott is 1étezik kapesolat. Ismert a fény prolin felhalmozddasra gyakorolt pozitiv
hatdsa (Goas ¢és mtsai, 1982; Joyce és mtsai, 1984). A fény-so6tét ciklusnak megteleld
AtP5CS] mRNS-, illetve prolinszint oszcillalas felveti a fitokrom-jelatviteli folyamatokkal
valé kapcsolat lehetdségét (Hayashi €s mtsai, 2000; Chory és Wu, 2001). A det2 és cpdl BR-t
nem tartalmazd Arabidopsis mutansokban szdmos fény altal szabdlyozott gén
transzkripcionalis szinten derepresszalt (Szekeres ¢s mtsai, 1996; Li &s mtsai, 1996). Ez arra
utal, hogy a novényi szteroid hormonok is befolyasoljak a kornyezeti stresszhatasokra adott
valaszokat (Dhaubhadel és mtsai, 2002). Ezt tdmasztja ala, hogy a cukor- és ABA-tulérzékeny
prll  Arabidopsis mutansban szamos fény-indukalt, illetve cukor-represszalt gén
transzkripcionalisan derepresszalt, mig a brasszinoszteroid bioszintézishez szikséges CPD/

gén expresszidja pedig csokkent mértékli (Németh és mtsai, 1998; Salchert ¢s mtsai, 1998).
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24, Hormonok szerepe az ozmotikus stressz soran

2.4.1. Abszcizinsav

A kornyezeti hatasokra a ndvények részben a génexpressziés mintdzatuk
megvaltoztatasaval valaszolnak, mely vEégsd soron sejt-, illetve novényszintii adaptiv
valaszokhoz vezet (Hasegawa &s mtsai, 2000). Az abiotikus stresszhatdsokra adott
valaszreakcidk fontos szabalyozdja az abszcizinsav (ABA) nevili novényi hormon. Az ABA
részt vesz az alacsony hdmérsékletre, szarazsagra és sostresszre adott ndvényi valaszokban,
valamint a novények novekedésének és fejlodésének szdmos folyamatat szabalyozza (pl.
embridfejlédés, magok nyugalmi allapotanak kialakitdsa, gyokér- &s hajtasnovekedés, levelek
transpiracidjanak befolyasoldsa: Koorneef ¢és mtsai, 1998). A szarazsdg- és soOstressz a
novényekben ABA felhalmozodast idéz eld, és az ABA-kezelés génexpressziora gyakorolt
hatasai hasonléak az ozmotikus stressz hatasaihoz, ezért az ABA kozvetiti az ozmotikus
stresszre adott valaszreakcidk egy részét. Annak eldontését, vajon az Osszes ozmotikus
stresszvalaszban szerepel-e az ABA, nagymértékben megkonnyitették az ABA-t nem
tartalmazd, illetve az ABA-érzéketlen mutansok. Arabidopsis-ban az abal, aba2, illetve az
abil, abi2 mutansokat tanulmanyoztak részletesen ebbdl a szempontbdl (Koornneef és mtsai,
1998). Altaldnos kovetkeztetésként azt lehetett ezekbél a kisérletekb6l megéllapitani, hogy a
hideg altal indukalt gének expresszidja viszonylag fiiggetlen az ABA-t6l, mig az ozmotikus
stressz altal indukalt gének ABA-fiiggd és ABA-fiiggetlen utakon keresztiil is aktivalédhatnak
(Shinozaki és Yamaguchi-Shinozaki, 2000).

Az ABA jelatvitelének tanulmanyozasdban fontos szerepet kapott az abil és abi2
mutans, mivel szdmos, ABA-val kivalthaté élettani és génexpresszids szintli valasz is
megvaltozott a mutdnsokban (pl. ABA-rezisztens csirazas, gazcserenyilasok miikodésének
zavara, hervadds: Shinozaki és Yamaguchi-Shinozaki, 1997; 2000). Az ABII¢és ABI2 gének
egymassal homolog 2C tipust szerin/ treonin foszfatazokat kodolnak (Leung és mtsai, 1994).
Ez arra utal, hogy az ABA jelatvitelében a fehérje foszforilacionak/ defoszforilacidnak
szerepe van. Ezt tamasztja ald, hogy Arabidopsis zardsejtekben egy éltalanos protein kinaz
inhibitorral (K252a) részlegesen gatolni lehetett az abil mutacié altal okozott, az ABA-fuggd
sztomazarddas elvesztésében megnyilvanuld fenotipust (Pei és mtsai, 1997). Az ABI1 fehérje
N-terminélis doménje tartalmaz egy un. EF-hand motivumot (mely a Ca -kotésért felelds),
mely az ABI2 fehérjében nem talalhaté meg (Rodriguez ¢és mtsai, 1998). Az abilés abi2

funkcidjanak meghatarozasat nehezitette az a tény, hogy ezek domindns mutansok voltak
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(Leung és mtsai, 1994; Leung és mtsai 1997; Rodriguez és mtsai, 1998). A késObb izolalt
recessziv abil mutansok viszont nem ABA-rezisztensek, hanem ABA-tulérzékenyek voltak,
csakugy, mint a recessziv abilabi? dupla mutdnsok. Tovabba az ABII és ABI2 foszfatazok
aktivitisa ABA hatasara fokozédik (Merlot és mtsai, 2001). E mutansok analizisének
eredménye az a modell, mely szerint részben atfed6 funkciéval, az ABI1 és ABI2 foszfatazok
az ABA valasz negativ szabalyozéi, egy negativ visszacsatolasi hurokban mikéodve.
Elesztében csak 5 PP2C talalhatd, ezzel szemben az Arabidopsis genomban harmincnal is
tobb PP2C-szerli gén van. A recessziv abilabi2 dupla mutdnsokban azonban kimutathatd
ABA-val indukalhato foszfataz, tehat az ABI1 és ABI2 fehérjéken kiviil mas PP2C
foszfataz(ok) is részt vesz az ABA-indukalt jelatvitelben (Merlot és mtsai, 2001).

Az ABI3, ABI4 és ABIS fehérjék a transzkripeios faktorok kozé tartoznak. Az ABI3
szekvencia homolégiat mutat a kukorica (Zea mays) VPI1 transzkripcios faktorral. Az abi3
funkcidvesztéses mutansok mas fenotipikus jegyeket is mutattak mint az ABA-auxotrdf
mutansok (Nambara ¢és mtsai, 1995). Pl. ezen mutansokban sériilt a mag érése és nem
halmoznak fel bizonyos tartalék tapanyagokat. Az embridban megfigyelhetd, az ABA-t6l
fiiggetlen fenotipusokért ezen abi3 mutansok csokkent auxin-érzékenysége lehet felelds
(Brady és mtsai, 2003). A vad tipusu Arabidopsis magokon kiilséleg alkalmazott auxin-
kezelés megnoveli az ABA-érzékenységet (csirdzasi rata alapjdn mérve). Ez arra utal, hogy az
auxin szintézisben, illetve érzékenységben bekodvetkezd valtozds befolyasolhatja a magok
ABA-érzékenységét. Az ERAI gén (Enhanced Response to ABA, ABA-ra erdsebben reagalo:
ezen gén terméke egy farnezil transzferdz, ¢s a gén mutacidja a magok ABA-tulérzékenységét
okozza) negativ szabalyozdja az ABI3 transzkripciénak. gy az eral funkciévesztéses
mutansok ABA-tulérzékenysége azzal magyarazhatd, hogy ezen mutansokban nagyobb
mennyiségii ABI3 talalhatd, mely az auxin hatds erdsitése révén okozza a tulérzékenységet
(Brady ¢s mtsai, 2003).

Az intenziv kutatasok ellenére sokdig csak olyan ABA-mutansokat talaltak, melyek a
PP2C tipusu foszfatazok (abil, abi2: Leung ¢és mtsai, 1997), illetve a transzkripcids faktorok
(abi3, abi4, abi5: Finkelstein €s Lynch, 2000) kozé tartoztak. Yoshida és mtsai (2002)
szamoltak be az Arabidopsis srk2e mutansrél, mely a levegd paratartalmanak csokkenésére
rovid idOn beliil hervadasos fenotipussal valaszolt. A mutacié az SRK2E gént érinti, mely egy
SnRK2 (SNF-Related Protein Kinase 2: SNF-szerii protein kindz 2) tipusu kinazt kédol,

melynek fontos szerepe van a vizstresszre adott ABA-jelatvitelben.
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2.4.2. Brasszinoszteroidok szerepe

A szovetek és szervek szintjén noévényi hormonok szabidlyozzdk a novények
kornyezeti hatdsokra adott valaszait. A hormonok szintjében bekovetkezd valtozasok
befolyasoljak a sejtosztddast, megnyulast és differencidlédast. Az 1970-es években jelentek
meg az elsé kozlemények, melyek egy 1j tipusu névényi ndvekedést befolydsold faktor
felfedezésérdl szamoltak be. A brasszinoszteroidoknak elnevezett vegyiiletcsoportnak ma mar
tobb, mint 40 tagja ismert. A brasszinoszteroidok serkentik a sejtosztédast, a szar
megnyuldsat, a levelek kiteriilését, a xilém differencidlédasat, az etilén bioszintézisét és
gatoljadk a gyokérnovekedést (Osszefoglaldé: Clouse és Sasse, 1998). Bizonyitott, hogy a
brasszinoszteroidok szinergisztikusan hatnak az auxinokkal a novekedés eldsegitésében,
additiv hatas figyelheté meg a citokininekkel a sejtosztédas befolyasolasaban és a levelek
szeneszcencidjara gyakorolt hatdsuk ellentétes az ABA-éval (Mandava és mtsai, 1988).
Szabadfoldi kisérletekben novelte a termékenységet és javitotta a novények stressztlird
képességét (Mandava €s mtsai, 1988). 24-epibrasszinoliddel kezelt repce (Brassica napus)
csirandvények hotird képessége megnétt a kezeletlen novényekhez képest és a hdsokk
fehérjék négy alaptipusanak mennyisége is emelkedett volt. Szdmos transzlacids inicidcios és
clongacios faktor is szignifikdnsan nagyobb mennyiségben van jelen a BR-kezelt
novényekben (Dhaubhadel és mitsai, 2002). Ezen eredmények arra utalnak, hogy az
epibrasszinolid-kezelés csokkenti a transzlacids apparatus alkotéelemeinek elvesztését a tartds
héstressz soran ¢s a stressz utani helyreallds sordn megnéveli a sériillt komponensek
kifejezodését, ami a hdstresszt kovetden hozzajarul a fehérjeszintézis gyorsabb
helyreallitdsdhoz.

A BR-t nem tartalmazé mutansok fenotipusa lényegesen eltér a vad tipustél. Ezen
mutansok torpe névekedésiick, robusztus felépitéstick, s6tétzold sziniek. Altaldban csokkent
termdképességlick €s hosszabb életciklustiak. Sotétben novesztve ezen mutdnsok abnormalis
szkotomorfogenezist mutatnak, azaz rovid a hipokotiljiik, szikleveleik nyitottak, elsddleges
levelek jelennek meg ¢és szdmos fény-szabalyozott gén expresszidja is emelkedett (Li és
Chory, 1999). Az egyik legrészletesebben jellemzett BR-hianyos Arabidopsis muténs a det2
(deetiolated 2: de-etiolalt 2: Li és mtsai, 1996). A DET2 gén altal kodolt fehérje hasonlésagot
mutat az emlésokben talalhato szteroid-So-reduktazokhoz. A feltételezést, mely szerint ez a

fehérje a novényi szteroid szintézis So-redukceids 1€pését katalizalja aldtdmasztja, hogy emlds
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sejtekben kifejezve képes egyes szteroidok redukalasara, illetve az emlds So—reduktdzok a

det2 mutansban kifejeztetve komplementalni tudtdk a mutans fenotipust (Li &s mtsai, 1997).
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3. Célkitiizések

Dolgozatomban az Arabidopsis thaliana modellnévényben ozmotikus stressz soran
1étrejovo prolin felhalmozdédas tanulmanyozasar6l szamolok be. Munkank kezdetekor még
nem volt ismert a prolin bioszintézis sebességmeghatirozd 1épését kodold gén Arabidopsis
thaliana-ban, ezért a kornyezeti faktorok ¢&s hormonok prolinfelhalmozodast befolyasolo

hatasainak tanulmanyozésa utan munkank célja a kovetkezo volt:

a prolin bioszintézist szabalyoz6 P5CS gének klénozasa Arabidopsis thaliana-bol
AtP5CS gének szekvencia analizise
AtP5CS gének expresszids analizise:

Szovetspecifitds

Stressz-indukcid

Hormon-szabalyozas

»crosstalk” mas kornyezeti faktorokkal

prométer analizis
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4. Anyagok és modszerek
4.1  Arabidopsis 6kotipusok és mutansok

Arabidopsis thaliana 6kotipusok:
Columbia-1
Landsberg erecta

Arabidopsis mutansok:
abal-1 (Koorneef és mtsai, 1982)
abil-1 (Koorneef €s mtsai, 1984)
abi2-1 (Koorneef €s mtsai, 1984)
abi3-1 (Koorneef €s mtsai, 1984)
aux1-7 (Pickett és mtsai, 1990)
axr2 (Wilson és mtsai, 1990)
det2  (Liés mtsai, 1996)
prll  (Németh és mtsai, 1998)

4.2. Az Arabidopsis nevelési koriilményei

A magokat 5 % kalcium-hipoklorit oldatban 15 percig sterilizaltuk, majd steril
desztillalt vizzel torténd Otszori atmosast kovetden novénytenyésztd tivegekben levd 2
MSAR taptalajra helyeztiik (sziikség szerint a szelekcidhoz 50 mg/l kanamicint, illetve 15
mg/l higromicint alkalmaztunk).A névényeket 2-4 hétig neveltilkk 22 ©C-on 16 h fény, 8 h

sotét ciklus mellett.

Gyokérkultira eldallitasa:
Gyokérkultara eléallitasahoz egyhetes Col-1 csirandvényeket 250 ml-s Erlenmeyer

lombikban 3 hétig neveltiink 50 ml 2 MSAR tapoldatban, 50 rpm razatas mellett.

Kalluszkultura eléallitasa:
Vad tipusu (Col-1) gydkerekbdl inditott kalluszkultirat 2.0 mg/ml IAA-t (indol-3-
ecetsav), 0.5 mg/l 2,4-D-t , 0.2 mg/l kinetin-t (6-furfuril aminopurin) s 0.2 mg/l IPAR-t (N°-
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(2-izopentenil)-adenozin) tartalmazé szilard in. MSARI taptalajon tartottuk fenn (Koncz és

mtsai, 1994).

Sejtszuszpenzids kultira eldallitasa:

Vad tipusu (Col-1) gyokerekbdl inditott sejtszuszpenzios kultarat 1 mg/l 2,4-D-vel
kiegészitett MSAR tapoldatban tartottuk fenn &s hetente atoltottuk friss tapoldatba (Mathur és
mtsai, 1995).

4.3. Novények kezelése

Prolin felhalmoz6das vizsgalatakor a kdvetkezd 24 h-s kezeléseket alkalmaztuk:
200 mM NaCl
200 mM mannitol
200 mM gliik6z
4°C
10 uM ABA
1 mg/l IPAR
1 mg/12,4-D.

Sotétadaptacid hatasanak vizsgalata:

A sotétkezelés hatdsanak vizsgalatakor 3 hétig fényen nétt novényeket a
novénytenyesztd tivegek alufélidba torténd becsomagolasaval sotétadaptacionak vetettiink ala,
melynek hossza 3 nap volt (ha masként nem jeleztiik). A stresszkezeléseket is sotétben

végeztilk, majd mintat vettiink prolin meghatarozéshoz, illetve Northern hibridizaciéhoz.

Kiszaritas hatasanak vizsgalata
A kiszaritas hatdsanak vizsgalatahoz 4 hetes, in vitro nevelt novényeket hasznaltunk.
A mintavételt megelézden 6, illetve 24 oréara eltavolitottuk a ndvénytenyésztd iivegek fedelét,

majd mintat vettiink Northern hibridizaciéhoz.

Cikloheximid hatdsanak vizsgalata:
A fehérjeszintézis-gatlas AtP5CS génexpresszidra gyakorolt hatdsdnak vizsgalatakor

vad tipusu Arabidopsis (Col-1) csirandvényeket 0.2 mM cikloheximiddel kezeltiink egy 6ran
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at, majd az 1, illetve a 6 h-n 4t tarté 200 mM NaCl-kezelést kovetden mintat vettiink Northern

hibridizaciéhoz.

NaCl-kezelés hatasdnak vizsgalata

A 200 mM NaCl-kezelést alt. 1, 6, illetve 24 h-n keresztiil alkalmaztuk (ha masként
nem jeleztiik).

A kiilonb6z6 koncentracidju NaCl-dal kiegészitett 1/2MSAR taptalajon valé 8 napig
tartd csirdztatas AtP5CSI gén mRNS szintjére gyakorolt hatasanak vizsgalatakor 25, 50, 100,
150 ¢és 200 mM NaCl-ot alkalmaztunk.

Az ABA-szintézist, illetve a hormon-érzékenységet érintd mutaciok AtP5CS
génexpresszidra gyakorolt hatdsanak vizsgalatakor a vad tipusu (Col-1), abal-1, abil-1, abi2-

1, abi3-1, auxI-7, axr2 novényeket 1, illetve 6 h-n 4t 200 mM NaCl-kezelésnek vetettiink ala.

Hormonok hatasanak vizsgalata

Génexpresszios szintli vizsgalatainknal a kovetkezd hormonokat hasznaltuk:
10 uM ABA; 24 h-n 4t (ha masként nem jeleztiik)
1 mg/12,4-D; 6 h és 24 h-n at
1 mg/l BAP; 6 h és 24 h (ha masként nem jeleztiik)
0.1 uM 24-epibrasszinolid (a stresszkezeléseket megelézden 3napon at, illetve a

kezelések ideje alatt is)

4.4.  Arabidopsis vaikuum infiltracios transzformalasa

Az elkészitett vektorkonstrukcidk Arabidopsis-ba torténd bejuttatdsahoz a vakuum
infiltraci6 médszerét hasznaltuk (Bechtold és mtsai, 1993). Az {iveghdzban 8 cm atmérdji
mianyag cserépbe vetettiink vad tipusu (Col-1) magokat. Az elsdédleges virdgokat
eltavolitottuk, hogy nagyszdmi masodlagos virdgot transzformalhassunk. A transzformacié
soran a novényeket infiltraciés tapoldatban (5% szacharéz, 0.01% Silwet L-77 (Lehle Seeds,
Round Rock, TX, USA) felszuszpendalt (ODgoonm=1.5) Agrobacterium-szuszpenzidba
meritettiik vdkuum alatt. Addig alkalmaztuk a vakuumot, amig a novényi szovetekbol

levegObuborékok tavoztak (6-7 perc). A nyomas kiegyenlitését kovetden a ndvényeket
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¢jszakara kenyérfoliaval letakartuk, majd visszavittik az tiveghdzba A transzformalast 5-6
nap mulva megismételtik. Az Osszegyiijtott magokat felszin-sterilizaltuk, majd szelektiv

taptalajon kicsirdztattuk.

4.5. Molekularis biolégiai alapmoédszerek

Plazmid DNS-ek restrikcidés endonukledzzal térténd hasitdsait mindig a gyartd szerint
az adott enzim szamara meghatarozott optimalis koriilmények kozott végeztiik. A DNS-ek
gélelektroforézisét, a DNS fragmentek agardzgélbdl vald elektroelucids izolalasat, alkalikus
foszfataz-kezelést, ligalast, Escherichia coli tenyészetekbdl kis €s nagy mennyiségli plazmid

DNS izolalast Sambrook ¢s mtsai (1989) altal leirtak szerint végeztiik.

4.6. Southern hibridizacié

A Southern hibridizaciés analizishez Columbia €s Landsberg erecta 6kotipusba tartozéd
Arabidopsis csirandvényekbdl genomi DNS-t izolaltunk (Dellaporta és mtsai, 1983). Az
izoladlt DNS-t Kpnl, EcoRI é&s Xbal restrikcidos endonukledzokkal hasitottuk,

gélelektroforézissel méret szerint elvalasztottuk és Hybond N nylon filterre transzferaltuk

(Sambrook ¢s mtsai, 1989). A hibridizaciot 65 OC végeztik az AtP5CS1, illetve az AtP5CS2
cDNS-t hasznalva probaként (Sambrook és mtsai, 1989). CIC és yUP YAC (Yeast Artificial
Chromosome: azaz ¢lesztd mesterséges kromoszéma) konyvtarakat (Creusot és mitsai,
1995;Ecker ¢s mtsai, 1990) sziirtiink AzP5CS génspecifikus prébakkal. A térképezési adatok
igazolasdhoz a YAC klonokbdl izolalt DNS-t is felhasznaltuk Southern hibridizacidohoz
(Matallana ¢és mtsai, 1992).

4.7. Vektorkonstrukciok létrehozasa

Az AtP5CS] gén promdter régidjat (GenBank azonositd: 6598383; 45500 és 48720
nukleotidok kozotti rész) és az AtP5CS2 gén promoter régidjat (GenBank azonositod:
7263547; 17110 ¢és 19150 nukleotidok kozotti rész) PCR  reakcid segitségével
felszaporitottuk, pBluescript SK(+) vektorba kloénoztuk ¢&s szekvenaltattuk. Egy 3kb
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hosszusagu EcoRI-Xbal fragmentet (amely a P5CS/ promotert tartalmazta), illetve egy 2kb
hosszusagu Kpnl-Hincll fragmentet (amely a P5CS2 promotert tartalmazta) klonoztuk a
pPRO7 bindris vektorba, a promoter-nélkiili wid4 (GUS) riporter gén elé (Szabados ¢s mtsai,
1995). A 1étrehozott vektorkonstrukcidk Arabidopsis-ba valo juttatdsdhoz a vakuum infiltralas
moddszerét hasznaltuk (Bechtold és mtsai, 1993). Az elsddleges transzformans novényeket
(Ty) 50 mg/l kanamicint tartalmazé 2 MSAR taptalajon szelektaltuk, majd az onbeporzast
kovetden magot gylijtottiink. A T, generacidoban azonositottunk olyan vonalakat, melyekben
egyetlen T-DNS inszercié volt homozigéta formaban. Ezen vonalakat hasznaltuk fel a
promoterek jellemzéséhez, illetve a pr/l (Németh és mtsai, 1998) Arabidopsis mutanssal vald
keresztezéshez. A kanamicin-rezisztens F; vonalak szelekcidjat és onbeporzasat kovetden az
F, generdcioban olyan vonalakat kerestink, amelyek homozigdtdk a pr// mutécidra

(higromicin szelekcidés markerrel megjelolt a gén).

4.8. GUS enzimaktivitas meghatarozasa

GUS enzimaktivitds mennyiségi meghatarozasa fluorimetriaval

A B-glikkuronidaz enzim aktivitasanak méréséhez Jefferson és mtsai (1987) modszerét
hasznaltuk A kisérleteket haromszor ismételtiik és legalabb harom parhuzamos mintat
mértiink minden kisérletben. A begyiijtétt névényi anyagot felhasznalasig —80 °C-on taroltuk.
A novényi anyagot GUS extrakcids pufferben kvarchomok segitségével feltartuk. A mintdkat
4 °C-on centrifugaltuk (13000 rpm, 10 perc) €s a fehérjekivonatokat is ezen homérsékleten
taroltuk. A GUS enzimaktivitdAs mennyiségi meghatarozasahoz fluorimetrids modszert
hasznaltunk. A méréseket TKO 100 (Hoefer Scientific Instruments) fluoriméter
felhasznalasaval végeztiik.

A felhasznalt oldatok:

karbonat stop puffer: 0.2 M Na,COs

MU kalibralo standard: 50 nM MU (karbonat stop pufferben feloldva)

GUS extrakcios puffer: 50 mM Na-foszfat puffer (pH7.0), 10 mM -merkaptoetanol,

10 mM Na,EDTA, 0.1 % Triton X-100
GUS assay puffer: 2 mM MUG GUS extrakcids pufferben feloldva
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A reakcidt 50 ul végtérfogatban végeztiik, melybdl 40 pl volt a GUS assay puffer, a maradék
10 ul pedig GUS extrakcios puffer volt, mely 1 pg fehérjét tartalmazott. A reakciét 37 °C-n

végeztiik, és 30 percenként mintat vettiink a fluorimetrids meghatarozashoz.

GUS hisztokémiai analizis

A vizsgalni kivant novényeket 1 mM X-gluc (5-bromo-4-chloro-3-indolil-3-D-
gliikuronid, GUS extrakciés pufferben)-oldatban festettiik 37 °C-on 6 h-n keresztil. A
szubsztrat noévénybe jutdsdnak eldsegitésére 5° vakuumot alkalmaztunk. Az inkubacid

befejezése utan 70 %-os etanollal fixaltuk a mintakat, illetve tavolitottuk el a pigmenteket.

4.9.  Ossz RNS izolilasa névényekbol

Az RNS izoldlashoz felhasznalt 6sszes oldatot 0.1 % dietil-pirokarbonattal (DEP)
kezeltiik (Sambrook ¢s mtsai, 1989). Az izolalas soran a Pawlowski ¢s mtsai (1994) 4ltal leirt
modszert kdvettiik kisebb mddositasokkal. A névényi mintdkat begytjtés utan lefagyasztottuk
folyékony nitrogénben és felhasznalasig —70 ©C-on taroltuk. A mintdkat dérzsmozsarban
porszertivé dorzsoltik folyékony nitrogénben, majd szétosztottuk Eppendorf-csévekbe ¢&s
azonnal hozzdadtunk 1 térfogat 909C-ra felmelegitett fenol-TELS (100 mM LiCL; 100 mM
Tris-HCI pHS8.0; 10 mM EDTA; 1 % SDS) 1:1 aranyu keverékét. A 30 mp-ig tarté intenziv
keverést kovetden 1 térfogat kloroform-izoamilalkohol 24:1 ardnyt keverékét adtuk a
mintadkhoz, 30 mp-ig kevertiik a mintdkat, majd 10 percig centrifugaltuk 13000 rpm-mel. A
feliillusz6t Eppendorf-csovekbe osztottuk szét és 1 térfogat 4 M LiCl-ot adtunk a mintdkhoz.
Osszekeverést kovetben 4 OC-on inkubaltuk a csoveket éjszakan 4t. 15 percig 4 9C-on
centrifugaltuk a mintdkat (13000 rpm), majd eltavolitottuk a feliluszot. A csapadékot 400 ul
steril vizben feloldottuk, majd fenol-kloroform és kloroform extrakciot kovetden 0.1 térfogat

3 M Na-acetat (pH5,2) és 2 térfogat —20 9C-o0s 96%-o0s etanol hozzdadasaval kicsaptuk az

RNS-t. 15 perc centrifugalast kovetéen a feliiliszét eltavolitva a csapadékokat —20 O9C-os

70%-o0s etanollal mostuk, szaritottuk és 100-100 pl steril vizben oldottuk fel. Az igy elkészilt

RNS mintakat —70 9C-on taroltuk.

33



4. Anyagok és modszerek

4.10. Northern-analizis

RNS gélelektroforézis denaturald koriilmények kozott

Az RNS-koncentracidkat 260 nm-en végzett optikai denzitas-méréssel
meghataroztuk (Sambrook és mtsai,1989) és 5 ng/ul-re allitottuk be. Az elektroforézishez 4
ul RNS-mintat hasznaltunk fel. A mintdkhoz 10 pl formamidot, 2 ul 10xMOPS puftert (0.2
M 3-(N-morfolino) propan-szulfonsav, 0.5 M Na-acetat pH7.0, 0.01 M EDTA), 3.5 ul 37 %

formaldehidet, 0.5 ul 0.5 mg/ml etidium-bromidot adtunk, az &sszekeverést kovetden 15

percig 65 9C-on inkubaltuk a mintdkat. A jégen torténd lehiitést kovetéen a mintakat 6 %
formaldehid és 1xMOPS puffer tartalmu 1,2 %-os agardzgélen méret szerint elvalasztottuk.
Az elektroforézis utan a nukleinsavakat Hybond N™ nylonfilterre transzferaltuk kapillaris
blottal, 20x SSC puffer (3 M NaCl, 300 mM Na-citrat, pH7.0) felhasznaldsaval (Sambrook és
mtsai, 1989). A filtereket 5 percig szaritottuk Whatman papir kozott, majd az RNS-ck
kotddését UV keresztkotéssel irreverzibilissé tettik (UV Stratalinker felhasznédlasaval). A
filterekrol fotét készitettiink, melyek informaciéval szolgaltak az atblottolt RNS-ck
mennyiségérol ¢s mindségérdl, illetve kontroll hibridizalast végeztiink ubiquitinl0 cDNS

felhasznaldsaval (Sun és Callis, 1997).

Génspecifikus prébak eldallitdsa Northern hibridizaciéhoz

Az AtP5CS1 és AtP5CS2 gének térképezése, szovetspecifikus génkifejezddésiik,
kiillonbozé kornyezeti és hormonalis hatasokra adott mRNS szintli valaszreakcidinak
tanulmanyozasa sordn a Northern hibridizadcibéhoz a kovetkezd génspecifikus probakat
hasznaltuk fel:

A PCR reakci6 soran templatként a pBluescript 11 SK(+) vektorba klénozott AtP5CS1,
illetve AtP5CS2 c¢DNS szolgalt. Felhasznaltuk a vektor T7 prométer primerét (5°-
TGTAATACGACTCACTATAGGGCG-3"), valamint egy olyan primert, amely az AtP5CS
cDNS-¢ek 3° nem-transzlalédé, egymashoz kisebb homoldgiat mutatd részéhez terveztiink (5°-
GTTTACACCCATACAGGA-3’).

A sotétadaptacid, illetve a 24-epibrasszinolid elékezelés AtP5CSI, AtP5CS2 és PDH

génkifejez8désre gyakorolt hatdsdnak vizsgalata soran a kovetkezd probakat hasznaltuk fel:
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PDH cDNS (Hellmann ¢és mtsai, 2000)

Génspecifikus ArP5CS] préba: templatként a pBluescript 11 SK vektorba klonozott
AtP5CS1 cDNS szolgalt, a PSC1A ( 5’-AAACAAGACTTCCGAGTGTGTG-3" ) és a P5SC1B
(5’-GGTAGCTTACAATGACAAGAAGAG-3") primerek felhasznalasaval allitottuk elé a
prébat.

Génspecifikus  AtP5CS2  proba  eldallitasahoz  felhasznaltuk a  PSC2A  (5°-
GTCTTACAAAGGACAGAGGCTG-3’) és a PSC2B (5-AACATTTCACTATTATACAA
GACCAC -3’) primereket, templatként a pBluescript II SK vektorba klénozott ArP5CS2
cDNS szolgalt.

Northern hibridizécio

A hibridizaldshoz felhasznalt DNS fragmenteket (o->>P)dCTP-vel, a random priming
médszer felhasznélasaval radioaktivan jelsltik (Megaprime™ DNA Labelling System,
Amersham). A filtereket 42 ©C-on eldinkubaltuk 50 % formamidot, 5xSSC-t, 2x Denhardt-
oldatot (0.04 % Ficoll 400, 0.04 % BSA, 0.04 % polivinilpirrolidon), 0.1 % SDS-t és 100

ug/ml denaturdlt, fragmentalt hering sperma-DNS-t tartalmaz6 pufferben. A hibridizacids
elegyhez a radioaktivan jelolt, 5 percig 95 ©C-on denaturalt DNS prébat adtuk. A filtereket az

¢jszakan at tartd hibridizalast kévetden 65 OC-on kétszer mostuk 3xSSC, 0.1 % SDS-t
tartalmazé oldattal, majd kétszer 1xSSC, 0.1 % SDS oldattal. A Northern hibridizacids jelek
mennyiségi analizisét Phosphorlmager-445S1 (Molecular Dynamics) ¢és az IMAGE

QUANT™ 4.1. verzibjii szoftver felhasznaliséval végeztiik.

4.11. Prolin meghatarozas

A prolin meghatarozast Bates (1973) szerint végeztiik. Felhasznalas eltt a mintakat
folyékony nitrogénben lefagyasztottuk és —70 ©C-on taroltuk. Kb.100 mg novényt
dorzsoltiink el 3 % szulfoszalicilsavat (5 1/ mg friss tomeg) tartalmazoé oldatban kvarchomok
segitségével. A kivonatot 10 percig maximadlis sebességgel centrifugaltuk és a feliiluszo 100
ul-¢hez 200 ul 96 %-os ecetsavat és 200 pl savas ninhidrint (2,5 % (w/v) ninhidrin, 60 %
(V/V) 96 Y%-os ecetsav, 40 % ( v/v ) 6 M foszforsav) adtunk. A mintdkat 96 °C-on egy 6éran at
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inkubaltuk, majd a lehtlést kovetden 1 ml toluollal extrahaltuk. A keletkezd piros szinii
reakcidtermék mennyiségét ODsyy nm-en végzett spektrofotometridval allapitottuk meg
(toluolt hasznalva referencia oldatként). Ismert mennyiségli prolint tartalmazd
koncentracidsor felhasznaldsaval kalibracids gorbét készitettiink és ez alapjan hataroztuk meg
a mintdk prolin koncntracidjat. A kisérleteket haromszor ismételtiik és legalabb harom

parhuzamos mintat mértiink minden egyes kisérlet soran.
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5. Kisérleti eredmények

5.1. Kornyezeti faktorok és hormonok prolin felhalmozodasra gyakorolt hatasa

A novények ozmotikus stresszre adott egyik legjellegzetesebb valaszreakcidja a prolin
felhalmozddas. Megvizsgaltuk, hogy a kulonboz kornyezeti faktorok, illetve novényi
hormonok hogyan befolyasoljak ezt a stresszvalaszt A. thaliana modellnévényben. A 3.(a)
abran lathatd, hogy a 24 h kezelést kdvet en a kontroll névényekben mért kb. 15 mM szabad
prolin szint 200 mM NaCl-kezeléssel 48mM-ra emelkedett, 200 mM mannitol-kezelést
kovet en pedig kb. 45 mM volt. 200 mM gliikkéz hatasara a prolin szint 63 mM-t ért el. A
hideg-kezelés csekély mérték emelkedést idézett el a szabad prolin szintjében.

A 3.(b) abran megfigyelhet ek a szabad prolin szintjében bekovetkez valtozasok a 24
h hormonkezeléseket kovet en. A kontroll névényekben mért 15 mM szabad prolin szint 10
UM ABA-kezelés hatasara 35 mM-ra emelkedett. Az alkalmazott 1 mg/l IPAR, illetve az 1
mg/l 2,4-D prolin felhalmozddasra gyakorolt hatdsa nem szamottev (16.8 mM, illetve 19.6
mM).

A vad tipusu Arabidopsis (Col) csirandvényekben 200 mM NaCl-kezelés hatasara a
szabad prolin szintje kb. haromszorosara né, mig ABA-kezelés eredményeképpen kb. 2.5-
szeres novekedés tapasztalhaté Ez a prolinszint emelkedés sotét elokezeléssel
megakadalyozhaté. A 3.(c) dbran lathato, hogy a mért prolinkoncentracié forditottan aranyos
a NaCl-, illetve ABA-kezelést megel6z0 sotétadaptacié hosszéval. 5 nap sotétkezelést
kovetden a sotétadaptalt kontroll ndvények szabad prolin szintje 10 mM-ra csokkent és sem
ABA-val, sem NaCl-dal nem lehetett névelni a prolin felhalmozast. Ez arra utal, hogy a

fénynek fontos szerepe van a prolin bioszintézis ¢s/vagy lebontas szabalyozasaban.

37



5. Kisérleti eredmények

a b
70 70
60 60
50 50
s
% 40 1 E a0
£ £
£ 30 S 30
20 20
10 10
0 7 : " £ > 0 4
kontroll 200mM 200mM 200mM 4°C kontroll 10mM Img/l 1mg/l
NaCl gliikéz mannitol ABA 2,4-D IPAR
C
60
—o— Kontr.
50 —a— NaCl
—A— ABA
= 40
€
S’
£ 304
o
S
o
20 -
10
0 T T
0 1 )
sotétadaptacio (nap)
3.abra Kornyezeti faktorok és hormonok hatasa a szabad prolin szintjére.

Vad tipust (Col) Arabidopsis csirandvények szabad prolin szintjének valtozasa 24 h-n 4t tarté (a) 200 mM NaCl-
, 200 mM gliikéz-, 200 mM mannitol- vagy hidegkezelést, illetve (b) 10 uM ABA, 1 mg/l 2,4-D, 1 mg/l IPAR-
kezelést kovetden. (c) 0-Snapon 4t tartd sotétadaptaciot kovetden sotétben elvégzett, 24 h-n at tarté 200 mM

NaCl-, illetve 10 UM ABA-kezelés hatasa 3 hetes Arabidopsis (Col) csiranévények szabad prolin szintjére.
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5.2.  P5CS gének izolalasa, szekvencia analizise és térképezése

5.2.1. Az Arabidopsis P5CS gének klonozasa

Munkénk kezdetekor még nem volt ismert az Arabidopsis-ban eléforduld A-'-pirrolin-
5-karboxilat-szintetdzt kodoldé gén. Dr. Koncz Csaba kolni munkacsoportjaban Dr. Nicolai
Strizhov és Dr. Szabados Laszl6 csirandvényb 1, illetve sejtszuszpenzios kulturabol készitett
cDNS konyvtarak sz rését végezték. Ehhez egy olyan Vigna aconitifolia-bol szarmazoé cDNS
klont hasznaltak, amely szekvencia homoldgiat mutatott az FE. coli proA génjével. A
csiranoveényb 1 készitett cDNS konyvtarbol 6 klont izoléltak, amelyek nukleotid sorrendje
azonos volt a mindekdzben Savouré €s mtsai altal 1995-ben kozolt Arabidopsis P5CS gén
szekvencigjaval (EMBL/Genbank azonosito: X86777), illetve néhany nukleotidban tért el a
Yoshiba és mtsai altal 1995-ben kozolt AtPSCS szekvenciatdl. A sejtszuszpenzids kultiurabol
készitett cDNS konyvtarbdl pedig 6 olyan klént izolaltak, amelyek egy 0j P5CS cDNS
fragmentumot tartalmaztak. Az izolalt masodik gént A1P5CS2-nek nevezték el. 5S’-RACE
PCR technikaval teljes hosszusagti cDNS-t allitottak el (EMBL/Genbank azonositd:Y09355).

5.2.2. Az AtP5CS gének szekvencia analizise

Az AtP5CSI gén 717 aminosavbol allo fehérjét kodol, amely 77,7 kDa
molekulatémeg . Az Gjonnan izolalt, A1P5CS2-nek elnevezett gén egy 726 aminosavbol allo,
78,8 kDa molekulatomeg enzimet kodol. A két P5CS gén nukleotidsorrendje 82 %-ban
megegyezik. Az éltaluk kodolt két izoenzim 93 %-ban azonos, vagy hasonlé aminosavakat
tartalmaz. Az AfP5CS cDNS-ek 5° és 3’ nem-kodolo régioi 54 %, illetve 53 % szekvencia
azonossagot mutatnak, igy ezen régidkat lehet felhasznalni génspecifikus DNS-fragmentek
el allitaséara.

A 4. abran lathatd az Arabidopsis és Vigna prediktalt PSCS fehérjék aminosav
sorrendjének Osszehasonlitasa az E. coli és S. marcescens ¥-GK és GSA-DH szekvencidkkal.
Konzervalt kindz és dehidrogendz domén, feltételezett ATP- és NADPH-kot6 hely és egy
leucin-gazdag régid figyelhetd meg. A Zhang ¢és mtsai (1995) altal a Vigna P5CS enzimben

talalt, a feed back gatlasban szerepet jatszo két aminosav megtalalhaté mindkét Arabidopsis
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4. abra  Prediktalt AtPSCS1 és AtPSCS2 fehérjék szekvencia analizise.

Az AtPS5CSI(ATP5S1) és AtP5CS2 (ATP5S2) fehérjék aminosav sorrendjének Osszehasonlitdsa a Vigna
aconitifolia P5CS (VAP5CS), E. coli »-GK (ECGK) és GSA-DH (ECGSD), és Serratia marcescens y-GK
(SMGK) ¢és GSA-DH (SMGSD) fehérjékkel. (*) jeloli az aminosav azonossagot, (.) jeloli a hasonld
aminosavakat. Az abran felttintettiik a feltételezett ATP- és NADP(H)-kotohelyet, a konzervalt y-GK és GSA-
DH doméneket, a leucinban gazdag régiét, valamint a y-GK és PSCS enzimek feed back gatlasiban fontos
aminosavakat.

40



5. Kisérleti eredmények

P5CS enzimben. A bakteridlis y-GK enzimek feed back gatlasaban szerepet jatszo
aminosavak azonban nem talalhatok meg a prediktalt AtPSCS fehérjékben.

A GCG programcsomag felhasznalasaval elvégzett szekvencia analizis eredménye az
5.(a) abran lathaté. Az AtP5CSI és AtP5CS2 gének fizikai térképe eltérd. Az AtP5CSI
esetében az atirt régié 4.8 kb hosszu, mely 20 exont tartalmaz, az AtP5CS2 gén atirt régidja
pedig 4.9 kb, amelyben 20 exon talalhat6. Az exonok hosszlisdga a két gén esetén azonos (az
utolsd exon kivételével). A két P5CS gén exonjainak nukleotid sorrendje 80-94 %-ban
azonosnak bizonyult. Az intronok szekvencidja kisebb mértékben egyezik meg (39-64 %) és a

hosszuk is kiilonbozo.

5.2.3. AtP5CS gének térképezése

Okrész Laszlo segitségével elvégzett Southern hibridizacié eredménye a 5.(c)
abran lathaté. A Columbia-1 ¢és Landsberg erecta Okotipusba tartozd Arabidopsis
csiranovényekbdl izolalt genomi DNS-t EcoRI, Xbal és Kpnl restrikciés enzimekkel
hasitottuk a Southern hibridizaciéhoz. A ¢cDNS prébakat hasznalva restrikciés fragment hossz
polimorfizmus (RFLP) figyelhetd meg az AtP5CS2 esetén Kpnl enzimet hasznalva. Tovabba
a Savouré ¢és mtsai (1995) altal az AtP5CS] esetében megfigyelt EcoRI RFLP-t sikeriilt
igazolni.

Génspecifikus probakat hasznalva mindkét gént térképeztik YAC-klonokat
felhasznalva. Az AtP5CS] prébat haszndlva hibridizacids jelet kaptunk az egymassal atfedd
CIC10A6, CIC10A12 és a CIC9E4 YAC klonok esetén, de nem kaptunk jelet a szomszédos
CICI0F12, CICG9 ¢és a CIC11CS8 klonok esetén (5.(b) abra). Ezen eredmények alapjan
pontositani tudtuk a Savouré &s mtsai altal 1995-ben kozolt AtP5CSI térképpozicidjat.
Eszerint az AtP5CS! a 2-es kromoszoman 78,8cM-ndl helyezkedik el, kozel a 05841 RFLP
markerhez, a CIC2G9 YAC klon bal oldali vége és a CIC11C8 YAC klén jobb oldali vége
kozott.

Az AtP5CS2 génspecifikus probaval elvégzett hibridizacid esetén jelet kaptunk az
yUP20HS5, yUP16D12 és a yUP1G5 YAC klonok esetében (5.(b) dbra). Halvany hibridizacids
jeleket kaptunk a CIC YAC klonok esetében is. Ennek oka az AtP5CS2 génspecifikus proba
eléallitasdhoz hasznalt primer homologidja a pY AC4 nevii CIC vectorhoz. Mivel az AtP5CS2
gén térképpozicidja ismeretlen volt, ezért a gént kapcsoltsagi analizis segitségével,

rekombindns beltenyésztett vonalakat felhaszndlva Dr. Koncz Csaba térképezte. Az AtP5CS2
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S. abra AtP5CS gének genetikai és fizikai térképe.

(a) Az AtP5CSI és AtP5CS2 gének kromoszomahelyzete, fizikai térképe €s vazlatos szerkezete. Felul: az
AtP5CS1 gén pozicidja a 2. kromoszoman, melyet atfedd CIC YAC klonok felhasznalasaval allapitottunk meg.
Kozépen: az AtP5CS gének fizikai térképe és vazlatos exon-intron struktirdja. Alul: az AtP5CS2 gén, illetve a
hibridizalé yUP YAC klénok pozicigja a 3. kromoszéman. Restrikcios enzimek hasitohelyei: EcoRI (E), Xhol
(Xh), Xbal (Xb), BamHI (B), Bglll (Bg) ¢s HindIII (H). (b) YAC klonok Southern hibridizacidja AtP5CSI és
AtP5CS2 génspecifikus probakkal. (¢) Arabidopsis genomi DNS-en végzett Southern hibridizacio. A Col-1 (C),
illetve Landsberg erecta (L) okotipusokbol izolalt genomi DNS-t EcoRI, Xbal és Kpnl restrikcios
endonukledzokkal hasitottuk. Hibridizalashoz a génspecifikus probakat hasznaltuk fel.
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gén a 3. kromoszéma 101,3cM helyére térképezddott, kozel az m457 RFLP markerhez.

5.3.  Génexpresszio vizsgalata Northern hibridizacioval

5.3.1. AtP5CS gének szovetspecifikus expresszidjanak vizsgalata

A két P5CS gén szovetspecifitdsanak tanulméanyozasdhoz Arabidopsis thaliana
(Columbia-1 okotipus) novények gydkerébdl, szarabdl, levelébdl, virdgabol, valamint
kalluszbdl és gyokéreredetli sejtszuszpenzids kulturabdl 6ssz RNS-t izoldltunk és Northern
hibridizaciét végeztiink génspecifikus probak felhasznaldsaval. A hibridizacié eredménye a 6.
abran lathato.

Az AtP5CS] mRNS mennyisége gyokérben alacsony, szarban, levélben €s viragban
pedig nagy mennyiségii transzkript taldlhatd. Gyokéreredetii sejtszuszpenzidban és kalluszban
nincs kimutathaté mennyiségli mRNS.

Az AtP5CS2 mRNS-szintje a legtobb szervben kb. 20-30 %-a az AtP5CS] mRNS
szintjének. Azonban az aktivan oszt6dé kalluszban erds, a gyokéreredetli sejtszuszpenzidban

pedig kbzepes erdsségli hibridizacids jelet kaptunk az AtP5CS2 esetében.

P5CS1
P5CS2
RNS
6. abra Az AtP5CS gének szerv-, illetve szivetspecifikus kifejezodésének Northern

hibridizacios vizsgalata.
Gyokérbdl (GY), levélbdl (L), szarbol (SZ), viragbol (V), kalluszbol (K) ¢€s sejtszuszpenzids kultirabdl (Ssz)
izolalt 20 ug 6ssz RNS-t hasznaltunk a génspecifikus probakkal elvégzett hibridizaciohoz.
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5.3.2. Kornyezeti faktorok hatasa az AtP5CS gének expresszidjara

Kisérleteinkben kornyezeti faktorok A7P5CS génekre gyakorolt hatdsat vizsgaltuk
kiilonboz6 kisérleti rendszerekben Northern hibridizacié segitségével. A kisérleti eredmények

a 7. dbran lathatoak.

Fény szerepe

A fény P5CS gének expresszidjara gyakorolt hatdsat vizsgald kisérletben 4 hétig
fényen nétt novényeket 3 nap sotétadaptacidnak vetettiink ald. A Northern hibridizacid
eredménye a 7.(a) abran lathatd. A sotét kb. 40-50 %-kal csokkentette az AtP5CSI gén

expresszidjat, mig az AtP5CS2 génre nem volt hatdssal.

Kiszaritas hatdsa

A kisérletben 4 hetes ndvényeket hasznaltunk és a novénytenyészt tUvegek fedelét 6,
illetve 24 oréra eltavolitottuk a mintavételt megel z en. A kiszaradas 5-6-szoros emelkedést
idézett el az AtP5CS1 gén mRNS-ének mennyiségében, mig az ATP5CS2 gén kifejez dését

kevésbe, kb. kétszeresére novelte (7.(a) abra)

NaCl-kezelés hatdsa

A NaCl hatasat vizsgaltuk sejtszuszpenzios kultaraban. A 200 mM NaCl-dal kezelt
sejtszuszpenziobol 20°, 1 h, 6 h és 48 h mulva mintat vettiink. A Northern hibridizacid
eredménye a 7.(b) abran lathatd. Az AtP5CSI gén esetében az expresszid NaCl hianyaban
nem detektalhatd, a so hozzaadasat kovet en 20° mulva a génexpresszio kismértékben
emelkedett. A maximalis expresszid6 6 h elteltével figyelhet meg, amely 48 h utan
kismértékben csokken. Az AtP5CS2 gén esetében NaCl hidnyaban is detektalhato a
génkifejez dés, amely a s6 hozzaadasat kovet 1 h-n belil nem valtozik. A NaCl a hozzaadast
kovet en 6 h elteltével fejtette ki maximalis hatasat, amely 48 h mulva kismértékben
csokkent.

A 200 mM NaCl-kezelés hatdsat Erlenmeyer lombikban folyékony 2 MSAR
tapoldatban 50 rpm razatas mellett novesztett gyokérkultura esetében is vizsgaltuk. A 7.(b)
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abran lathatd, hogy gyokerekben NaCl hatasdra az AtP5CS! gén er6sen indukalédik, az
expresszid 6 h elteltével elérte maximumat és nem valtozott 24 h nmuilva sem. Az AtP5CS?2
gén esetében kismértékii és lassubb indukciét tapasztaltunk.

A NaCl-kezelés hatdsat vizsgalé harmadik kisérletben Arabidopsis csirandvényeket 8
napig 0, 25, 50, 100, 150 ¢és 200 mM NaCl-ot tartalmazé taptalajon nodvesztettiink. A
névényekbodl izolalt 6ssz RNS-t az AtP5CS1 prébaval hibridizaltuk. A 7. (c) abran j6l lathato,
hogy 25 mM NaCl-kezelés is jelentdsen megndvelte az AtP5CSI gén expresszidjat. 100 mM

felett az alkalmazott NaCl koncentracié mar nem novelte tovabb a génexpressziot.

a fény kiszéritas
+ - 0 6h 24h
P5CS1 (@™ bd
P5CS2  |mm - |
hajtas hajtas
b Na(l -NaCl +NaCl
> = = =
s & = & = 6 24 6 24
P5CSI e -
PSCS2 | o= wl
sejtszuszpenzio gyokér
e = =
C NaQ(mM) o & 2 £ &
P5CS1 emEee
hajtas
7. abra Kornyezeti faktorok hatasa az AtP5CS gének mRNS szintjére.

(a) 4 hetes vad tipusu Arabidopsis novények 3 napig tarté sotétadaptaciojanak (bal oldali panel) valamint 6,
illetve 24 h-n at tarto kiszaritasanak hatasa (jobb oldali panel). (b) 200 mM NaCl hatasa az AtP5CS1 és AtP5CS2
gének mRNS-ének felhalmozodasara sejtszuszpenzidban (bal oldali panel) és gyokérkultiraban (jobb oldali
panel). A kezelések idGtartamat feltiintettik az 4bran. (¢) Vad tipusi Arabidopsis magok kiilonboz6
koncentracioju NaCl-ot tartalmazo taptalajon torténd csirdztatasanak hatasa az AtP5CS/ gén mRNS szintjére. Az
alkalmazott NaCl-koncentraciokat feltiintettiik az abran.
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5.3.3. Hormonok hatasanak vizsgalata

A kiilonb6zé hormonok prolin felhalmozddasra gyakorolt hatdsanak vizsgalatakor
megallapitottuk, hogy az abszcizinsav-kezelés jelentds mértékben megnovelte A. thaliana-ban
a szabad prolin szintjét (Id. 5.1 pont, 3.(b) dabra), ezért megvizsgiltuk a prolin
felhalmozodasban kulcsszerepet jatszé kétfunkcids enzimet kodold gének expresszidjara
gyakorolt hatdsat. Az egyéb novényi hormonok, pl. az auxin ¢és citokinin ozmotikus
stresszvalaszban betoltott szerepérol még kevés adat allt rendelkezésre, ezért munkank soran a
citokinin (BAP), és az auxin (2,4-D) hatasat is vizsgaltuk kiilonb6z6 kisérleti rendszerekben.

A Northern hibridizacié eredménye a 8. abran lathaté.

C ABA BAP 24-D
0 6 24 624 6 24

hajtas . .
PSCS] |- =

P5CS2 - e
gyokér

pscsi | R - -

P5CS2 | RS -

ABA BAP
0 20’ 1h 6h 48h 20' 1h 6h 48h
P5CS1 ’ ‘

sejtszuszpenzio

8.abra Hormonok hatasa az AtP5CS gének mRNS szintjére.

Felsd panel: 4 hetes vad tipusti Arabidopsis novények, illetve gyokérkultira 6, illetve 24 h-n at tarto 1 pM ABA-
, | mg/l BAP-, 1 mg/l 2,4-D- kezelésének hatasa az AtP5CS gének mRNS szintjére. Alsé panel: sejtszuszpenziod
(hormonmentes tapoldattal valé moséast kovetd) 1 uM ABA-, illetve 1 mg/l BAP-kezelésének az AtP5CS
génkifejezddésre gyakorolt hatdsa. Az abran felttintetett iddpontokban mintat vettimk a génspecifikus probakkal
elvégzett Northern hibridizacidhoz.
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Levélben és gyokérben az ABA-kezelés 5-6-szoros indukcidét eredményezett az
AtP5CS] gén esetében. A 2,4D hatdsa kisebb mértékli (maximum kétszeres) volt. A BAP
AtP5CS1 gén kifejezddésére gyakorolt hatdsa kevésbé egyértelmili. Gyodkérkultirdban nem
befolyasolta az expressziot, mig levelekben kismértékben csokkentette.

A hormonok AtP5CS2 génkifejezédésre gyakorolt hatisa eltér az AfP5CSI gén
esetében megfigyelttdl. Az ABA kisebb mértékben €s lassabban fejti ki hatasat levelekre, mig
gyokérkulturdban nincs hatdsa. Az auxin (2,4-D) és a citokinin (BAP) is kismértékben
megemelte az ArP5CS2 gén kifejezddését levelekben. Gyokérkulturdban ezen hormonok
hatasat nem sikeriilt kimutatni.

Sejtszuszpenzidoban mindkét gén gyorsan reagalt a tapoldathoz adott 1 uM
ABA-ra. Az AtP5CS1 gén 1 h alatt érte el az indukcid maximumat, amely 6 h elteltével
csokkent, 48h elteltével pedig visszatért az alapszintre. Az AfP5CS2 gén indukcidja
gyorsabban, mar 20’ alatt maximalis lett és 48 h elteltével ez is visszatért az alapallapotba. 1
mg/l citokinin (BAP) hatdsdra az AtP5CS1 gén mRNS szintje nem valtozott, az AtP5CS2 gén
kismértékben indukalodott.

5.3.4. Az AtP5CS gének vizsgalata Arabidopsis mutansokban

Korabbi irodalmi adatok &s sajat kisérleti eredményeink szerint a novényi
hormonoknak szerepiik van az AtP5CS gének kifejez6désében. A hormonok hatasanak
vizsgalatdban a taptalajhoz kiilsdleg hozzdadott hormonok mellett jelentds szerepe van a
hormon-mutans novényeknek is. Kisérleteinkben az ABA érzékenységet, illetve az ABA
szintézist érintdé mutacidk hatdsat vizsgaltuk a NaCl-dal kivaltott A¢tP5CS1 és AtP5CS2 gének
mRNS szint novekedésére. A kisérleteinkben az ABA-t nem tartalmaz6 abal-1 (a mutéci az
ABA bioszintézis egyik 1épését érinti: Koornneef és mtsai 1982), az ABA-inszenzitiv abil-1,
abi2-1, abi3-1 (a mutacido az ABA jelatvitelének kiilonbozd 1épéseit érinti: Koornneef és
mtsai 1984), az auxin/etilén rezisztens aux/-7 (Pickett é&s mtsai, 1990), ¢és az
auxin/etilén/ABA rezisztens axr2 (Wilson és mtsai, 1990) Arabidopsis mutansokat hasznaltuk
fel. A Northern hibridizacié szamszerUsitett eredménye a 9. abran lathaté.

Az abal-1 mutans esetén a 200 mM NaCl kezelés hatasara nem indukalodott egyik
AtP5CS gén sem, jelezve az ABA kulcsfontossagu szerepét a két gén NaCl-okozta

aktivalodasaban.
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A vad tipusi novényekhez képest az abil-1 és az axr2-1 mutansokban kb felére
csokkent az AtP5CS1 NaCl-dal kivaltott indukcidja 1 h, illetve 6 h elteltével. Az abil-1
mutansban az AtP5CS] alapaktivitasa is kb. a felére csokkent a vad tipusu noévényekkel
Osszehasonlitva. Az axr2 mutacionak az alapaktivitast befolydsolé hatasa nincs.

Az AtP5CS2 gén aktivalodasa is kisebb NaCl hatdsira az abil-1 és az axr2-1
mutansokban. A gén hosszabb 1d6 alatt bekovetkezd indukcidja miatt ez a csokkenés csak 6 h

elteltével figyelhetd meg.

-NaCV 1h

P5CS1

-NaCl /6h

+Na(Cl /1h

a
(=
7N

+NaCl/6h

Relativ mRNS felhalmozodas

PSCS2

Col abil abi2 abi3 abal auxl axr2
Arabidopsis mutdnsok

9.abra Az AtP5CS gének NaCl-okozta aktivalodasanak vizsgalata mutans vonalakban.
1, illetve 6 h-n at tarté 200 mM NaCl-kezelés hatasa vad tipusa (Col), abil-1, abi2-1, abi3-1, abal-1, aux1-7 és
axr2 mutansokban az AtP5CS génkifejezddésre. Az abran a génspecifikus probakkal elvégzett Northern

hibridizaci6 szamszertsitett eredménye l1athato. Az értékeket a NaCl-kezelés nélkiili vad tipushoz viszonyitottuk.
Az abi2-1 esetében csak 1 h NaCl-kezelést alkalmaztunk.

Az abi2-1, abi3-1 és auxl-7 muticidk nem befolyasoltak jelentds mértékben az

AtP5CS gének NaCl-kezelés hatasara 1étrejovo indukcidjat.
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5.3.5. Fehérjeszintézis gatlasanak hatasa az AtP5CS gének NaCl-okozta indukcidjara

Ebben a kisérletben a fehérjeszintézis cikloheximiddel torténd gatlasdnak hatasat
vizsgaltuk a két gén NaCl-kezeléssel kivaltott indukcidéjaban. A Northern hibridizacio

szamszerUsitett eredménye a 10. abran lathato.

-NaCl/ 1h

-NaCl/6h

+NaCl/1h

+NaCl/6h

Relativ mRNS felhalmozédas

10. abra Cikloheximid hatasa az AtP5CS gének NaCl-okozta aktivalodasara.

2 hetes csirandvények 1 h-n at tarté 0.2 mM cikloheximid-elokezelésének hatasa az AtP5CSI és AtP5CS2 gének
200 mM NaCl-kezeléssel kivaltott indukciojara. A génspecifikus probakkal elvégzett Northern hibridizacio
szamszerlsitett eredménye 1athaté az dbran. Mindkét gén esetében a hibridizacié soran kapott jeleket az Image
Quant™ 4.1 verzidju szoftverrel analizaltuk, és a cikloximid- és NaCl-kezelés nélkiili kontrollhoz

viszonyitottuk.

A 0.2 mM cikloheximiddel 1 6ran 4t elokezelt kéthetes novényeknél csekély mértékii
(25 %) csokkenést tapasztaltunk a 200 mM NaCl okozta indukciéban 1 h elteltével az
AtP5CS] gén esetén. A tovabbi mRNS-szint emelkedést (amely a cikloheximiddel nem kezelt
novények esetében 6 h alatt elérte a maximumat) azonban a cikloheximid teljesen

megakadalyozta.
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A NaCl kezelés hatasara az AtP5CS2 mRNS szint lassibb emelkedést mutatott és 6 h
alatt elérte a maximalis 2-3-szoros novekedést. A csirandvények cikloheximiddel torténd

elékezelése ezen gén esetében is megakadalyozta a hosszabb id§ alatt lezajlo indukciot.

5.3.6. Sotétadaptacio hatisa a prolin metabolizmus enzimeit kodolo gének

kifejezodésére

Korabbi kisérletekben tanulmanyoztuk a NaCl és az ABA A¢tP5CS génekre gyakorolt
hatasat. Mivel novényekben a szabad prolin szintjét a bioszintézisen kiviil a lebontés is
befolyasolja, ezért a tovabbi kisérleteinkben megfigyeltiik a prolin lebontas elsé enzimét, a
prolin dehidrogenazt ( PDH ) kodold gén mitkodését is.

3 hetes rovidnappalos koriilmények kozott novesztett Arabidopsis (Col) névényeket
200 mM NaCl-dal, illetve 10 uM ABA-val kezeltiik 24 éran keresztiil. A novények egy részét
a kezeléseket megeldz6en harom nap sotétadaptacidonak vetettiik ald (ezen novények ABA-,
illetve NaCl-kezelése is sotétben tortént). Northern hibridizacié segitségével figyelemmel
kisértiik a P5CS1, P5CS2 és PDH gének steady state mRNS szintjének valtozasat. A kisérleti
eredmények a 11. dbran lathatdak.

A fényben novesztett novények hajtdsaban és gyokereiben is nagymértékben
megemelkedett az A¢tP5CST mRNS szintje mind ABA-, mind pedig NaCl-kezelés hatasara (4-
8-szoros novekeddés). Sotétadaptacidt kovetden ez a novekedés igen jelentds mértékben
csokkent (kb. 66-75 %-kal hajtasokban, és 30-40 %-kal gyokerekben) mind NaCl-, mind
pedig ABA-kezelés esetében.

A fenti koriilmények kozott az AtP5CS2 gén kevésbé volt indukalhatd (hajtasokban
kb. 1.5-szeres emelkedés, gyokerekben nem kimutathatdo a valtozas). A P5CS2 gén
kismértékii indukalhatosagat is megakadalyozta a sotét kezelés a novények hajtasaiban, de a
gyokerekben kb. kétszeresére nétt a PSCS2 mRNS szintje.

A PDH mRNS szintje hajtdsokban és gyokerekben is a sdkezelés eredményeként kb.
60-70 %-kal, mig az ABA-kezelés hatdsara 30-40 %-kal csokkent. A sotétkezelt novények
hajtasaiban a PDH mRNS szintje kb kétszeresére ndtt a kezelt és a kezeletlen (kontroll)
novények esetén is. Hasonlé hatas figyelhetd meg so-, illetve ABA-kezelt ndvények
gyokereiben, de a kontroll névények gydkereiben a PDH mRNS szintje nem valtozott

jelentdsen.
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11. abra Sotétadaptacio hatasa a prolin metabolizmus enzimeit kodolo gének

mRNS szintjére.

A fényben, ill 3 nap sotétadaptaciot kovetden sotétben elvégzett 200 mM NaCl-, illetve 10 uM ABA-kezelés
hatasa az AtP5CS1, AtP5CS2 és PDH gének mRNS szintjére. A jobb oldali panelen a génspecifikus probakkal
elvégzett Northern hibridizacié szamszerUsitett eredménye lathatd. Az Y tengely mentén megadott RNS (%)
értéket az Image QuaNT 4.1 verzioju szoftver (Melecular Dynamics) felhasznalasaval elvégzett mennyiségi
analizis soran a kovetkezd képlet alapjan szamoltuk: RNS (%)=100xd1/d2, ahol d1 a génspecifikus, a d2 pedig a
kontroll ubiqutin probaval elvégzett hibridizalas soran kapott jel nagysagat jelenti. A kisérletet haromszor
ismételtiik, és az abran egy tipikus kisérleti eredményt mutatunk be.

5.3.7. 24-epibrasszinolid hatasanak vizsgalata

Kisérleteink sordn megallapitottuk, hogy a fénynek fontos szerepe van a prolin
felhalmozoddasban. Ismert, hogy Arabidopsis-ban a brasszinoszteroid-hidnyt okozé mutacidok
transzkripcionalis szinten derepresszaljdk a fény altal szabdlyozott géneket sotétben, &s
szdmos stressz-indukdlhaté gén aktivitasat fokozzak (Szekeres és mtsai, 1996; Li és mtsai,
1996). Ennek ismeretében arra a kérdésre kerestiink valaszt, vajon a brasszinolid befolyésolja-

¢ a prolin metabolizmusban szereplé enzimeket kodolé géneket. Munkank soran a vad tipusu
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(Col-1) Arabidopsis mellett felhasznaltuk a der2 (Li és mtsai, 1996) s pril (Németh és mtsai,
1998) mutansokat is. A det2 novényekben a mutacié a brasszinoszteroid bioszintézis egyik
1épését Erinti, igy ezen ndvények nem tartalmaznak BR-t. A hormon hianya miatt a
fényindukalt gének sotétben is mikodnek. A prl/ mutdcié pedig ABA-ra, glikézra,
szacharbzra és kiillonbozd stressztényezOkre is tilérzékennyé teszi a nodvényeket. Ezen
mutécidk prolin metabolizmus enzimeket kddolé génekre gyakorolt hatdsanak vizsgalatdhoz 3
hetes, fényen novesztett vad tipust (Col-1), det? és prll névényeket 200 mM NaCl-dal,
illetve 10 UM ABA-val kezeltiink 24 h-n at. A ndvények egy részét a kezelések elétt 3 napig
0.1 uM epi-brasszinoliddel eldinkubaltuk, ebben az esetben a NaCl-, illetve az ABA-kezelést
is 24-epibrasszinolid jelenlétében végeztik. A kezelés utin mintat vettiink Northern
hibridizaciéhoz, melyhez a génspecifikus probakat hasznaltuk fel. A kisérlet eredménye a 12.

4bran lathaté.
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12. abra 24-epibrasszinolid és Kiilonb6z6 mutaciok hatasa a prolin metabolizmus

kulcsenzimeit kodolé gének mitkodésére.

3 nap 0.1 uM 24-epibrasszinolid-elokezelés hatdsa a 200 mM NaCl-, illetve 10 uM ABA-kezeléssel kivaltott
AtP5CS1, AtP5CS2 és PDH mRNS-szintek valtozasara vad tipust (Col-1), det2 és pril novényekben. Az abra
jobb oldali részén a 24 h-n at tartd kezeléseket kovetden a génspecifikus probakkal elvégzett Northern
hibridizacio szamszertsitett eredménye lathatdé (melyet a 10. abra esetén leirthoz hasonldéan szamoltunk).Az
abran a haromszor ismételt kisérletek soran kapott tipikus eredményt mutatjuk be.
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A prll mutans névényekben a vad tipusu (Col) névényekhez viszonyitva 1.6-1.8-
szeres emelkedést tapasztaltunk a P5CSI gén kifejez6désében ABA- €s sékezelés hatdsara.
Hasonlo emelkedés figyelhetd meg a P5CS/ mRNS szintjében a der2 mutansban ABA-
kezelés hatasara. A vad tipusu novényekhez hasonléan a muténs csirandvények ABA- ¢s
soindukciét megel6zd, 3 napig tartd 0.1 UM 24-epi-brasszinolid eldkezelése drasztikusan
csokkentette a P5SCS! mRNS szintjét a prll és det2 mutansokban. Tehat ezen mutaciok nem
enyhitették a brasszinoszteroid P5CS/ expresszidjara gyakorolt gatld hatasat.

NaCl-, illetve ABA-kezelést kovetden a PSCS2 mRNS-szintje a vad tipusban &s a pril
mutansban megegyezett. A det2 mutansban a fenti kezelések hatasara a P5CS2 mRNS-szintje
kb. kétszerese a vad tipusban taldlt mennyiségnek. A BR-elokezelés hatasara kb. 50 %-kal
csokkent mind a vad tipusban, mind a vizsgalt mutans vonalakban taldlhatd6 P5CS2 mRNS
szintje alapallapotban, valamint NaCl- és ABA-kezelést kovetden is.

A vad tipust novények esetében a brasszinolid-eldkezelés csokkentette a PDH mRNS

mennyis€gét. A pril és det2 mutansok esetében kisebb mértéki csokkenést tapasztaltunk.

5.4. Az AtP5CS1 és AtP5CS2 promoterek jellemzése

5.4.1. Az AtP5CS promdterek szekvencia analizise

Az ozmotikus stressz altal aktivalt jelatviteli utak szdmos gén expresszidjat
megvaltoztatjadk. Ezen gének promoterében taldlhatd rovid, nagyon konzervalt DNS-
szakaszokhoz (un. cisz-elemekhez) kapcsolodd transzkripcids faktorok okozzdk a
génexpresszid megvaltozasat. Mivel az AtP5CS gének is ozmotikus stressz ¢s ABA-altal
befolyasoltak, ezért megvizsgaltuk, hogy ezen gének promoéterében a mar ismert cisz-elemek
koziil melyek talalhatéak meg. Az 1. tablazatban lathato a PlantCARE adatbazis (Lescot és
mtsai, 2002) felhasznaldsaval elvégzett szekvencia analizis eredménye. Csak azon cisz
clemeket tuntettik fel, ahol az AtP5CS promoéterekben eléfordulé szekvencia teljesen

megegyezett az adott konzervalt elem magjaval (core: tablazatban nagybetiivel jelolve).
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Cisz-elem Konszenzus Transzlacio
szekvencia startpontjatél
valé tivolsag
AtP5CS1 ABRE CACGTG -599
C repeat/DRE | ttcCCGAC -477
promoter G-box ccACGTaa 721
GT-1 box GGTTAAt -102
IBox GATAAgaag - 623
I Box GATAAgcag -239
MRE AACCtat =709
MRE AACCtat =709
AtP5CS2 ABRE CACGTG -1000
C repeat/DRE | tgtCCGAC -238
promoter G-box aACGTg 882
MBS CAACtg -515
MRE AACCtaa -1060
MRE AACCaaa -1152

Az AtP5CS1 és AtP5CS2 promoterekben talalhato feltételezett cisz-elemek.

A PlantCARE adatbazis felhasznalasaval elvégzett szekvencia analizissel azonositott feltételezett transzkripcios
faktor-kotéhelyek. ABRE: ABA Responsive Element (ABA-ra reagdlé elem); DRE: Drought Responsive
Element (vizhianyra reagalo elem ); MRE: Myb Recognition Element (Myb felismer6 elem); MBS: Myb
Binding Site (Myb-kétd hely)

5.4.2. Az AtP5CS1 és AtP5CS2 promoterek miikodésének vizsgalata GUS hisztokémiai

analizissel

Az AtP5CS gének szovetspecifikus kifejezédésének részletesebb tanulmanyozasahoz
olyan génmddositott Arabidopsis novényeket hoztunk Iétre, amelyek hordoztdk az
AtP5CS1::GUS, illetve az AtP5CS2::GUS riporter génkonstrukcidkat. Fliggetlen
transzformans vonalak GUS enzimaktivitdsdnak hisztokémiai analizise a két promoter
aktivitdsanak tér- és idébeli eltérését mutatta. A GUS hisztokémiai analizis eredménye a 13.
abran lathato.

Az AtP5CS1 promoter aktivitdsa figyelheté meg 3 napos csirandvények esetében a

hipokotilban ¢s a gydkerekben (gydkércsucsban nem volt festddés). 7 napos csirandvényeknél
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13. abra Az AtP5CS1 és AtP5CS2 promoéterek miikodésének GUS hisztokémiai
analizise.

AtP5CS1::GUS riporter génkonstrukciét hordozé vad tipusi (Col-1) névények hisztokémiai analizise 3 napos
(A), 7 napos (B), 14 napos (C) csirandvényben, tiveghazban nevelt novény viragaban (D) és termésében (E),
illetve 2 hetes csiranovények 10 pM ABA- (F), illetve 200 mM NaCl-kezelését (G) kovetden. AtP5SCS2::GUS
riporter génkonstrukciot hordozé vad tipust (Col-1) névények hisztokémiai analizise 3 napos (H), 7 napos (1),
14 napos (J) csirandvényben, {iveghdzban nevelt névény virdgaban (K) 2 hetes csirandvény gyokerében 20x
nagyitas mellett (L), iiveghdzi névény termésében (M), illetve 2 hetes csirandvények 10 UM ABA-kezelését (N)
kovetden.
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a hipokotil gydkérnyakhoz kozelesd része festédott legerdsebben, valamint a gyodkerek
(gyokérestucsot kivéve). 2 hetes csirandvényeknél a gyodkéresices kivételével a gyodkerek
festodtek, valamint a levelek (nem minden levél festédott €s nem egyforma erdsséggel).
Uveghazban nevelt novényeknél levelekben, szarban, portokban lattunk festddést. 200 mM
NaCl-, illetve 10 uM ABA-kezelést kovetden elvégzett hisztokémiai analizis a promoter
mitkodésénck emelkedését mutatta, az aktivitas térbeli mintazata nem valtozott.

Az AtP5CS2 promoter aktivitdsa 3 napos csirandvények esetében a gyokerek hipokotil
felé esd részében volt megfigyelhetd. 7 napos csirandvényeknél kismértékben a hipokotilban,
valamint a gyokerekben latszott festédés. Az oldalgyodkerek eredése jol lathatdéan festddott.
Uveghdzi novényeknél pedig a gyokerek megnytldsi zondjdban, az oldalgydkerek
kezdeményeiben, valamint kismértékben a csészelevelekben lattunk expresszit. A 10 uM
ABA-kezelés hatasara az AtP5CS1 prométerhez hasonldéan az AtP5CS2 prométer esetében is

csak a prométeraktivitds erdssége valtozott, a térbeli eloszladsa nem.

5.4.3. AtP5CS1::GUS és AtP5CS2::GUS riporter génkonstrukciok tanulmanyozasa

fluorimetrias enzimaktivitas meghatarozassal

Az AtP5CS1::GUS és AtP5CS2::GUS riporter génkonstrukcidk tanulmanyozasa vad tipusu

novényben

Annak igazolasara, hogy a NaCl-, ABA-, s6tét-, valamint epibrasszinolid-kezelések
hatasara az AtP5CS gének mRNS szintjében bekovetkezd valtozasok valoban a transzkripcid
valtozasabol, és nem az mRNS eltérd stabilitasabdl szarmaznak, az AtP5CSI::GUS ¢s
AtP5CS2::GUS riporter génkonstrukcidkat hordozd génmoéddositott vad tipusu (Col-1)
csirandvényeket hasznaltuk. 3 hétig fényben nétt ndvények egy részét fényben kezeltiink 24
h-n 4t 200 mM NaCl-dal, illetve 10 uM ABA-val. A névények masodik csoportjat 3 nap
sotétadatacid utan kezeltiik a fentebb leirt modon (so6tétben), a harmadik részt 3 nap 0.1 uM
24-epibrasszinolid-elokezelés utdn fényben (epibrasszinolid jelenlétében), a negyedik
csoportot pedig kombinalt epibrasszinolid + sotét-elokezelés utan (epibrasszinolid
jelenlétében, sotétben). A kezeléseket kovetden a novények levelében &s gydkerében

elkiilonitve mértikk a GUS enzimaktivitast. Mérési eredményeink a 14. dbran lathatdak.
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Fényen ndtt kontroll A7P5CSI::GUS riporter konstrukciét hordozé névények
leveleiben kb. haromszor magasabb enzimaktivitdst mértiink, mint a sotétadaptalt névények
leveleiben. A sotétkezelés kb. 50 %-os csokkenést okozott a gydkerek alapszintli
enzimaktivitdsaban. 200 mM NaCl levelekben kb. haromszoros, mig 10 uM ABA kb. 2.5-
szeres indukciot okozott. 3 nap soététadaptacié utan ez az indukalhatésag megsziint. Fényben
nevelt novények gyodkereiben NaCl és ABA hatasara kb. 3-szoros indukcidt tapasztaltunk,
melyet szinte teljesen megakadalyoz a sotétadaptacio. A fényen tartott novények leveleiben ¢s
gyokereiben az ABA- és a sOkezelés hatdsara bekovetkezd6 PSCSI-GUS enzimaktivitas

emelkedése a sotétadaptacidhoz hasonldan brasszinolid elékezeléssel is gatolhato volt.
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14. abra Sotétadaptacio és brassinolid elokezelés hatasa az AP5CSI1::GUS és

AtP5CS2::GUS riporter génkonstrukciok mitkodésére.

3 hétig fényben novesztett vad tipusi (Col-1) Arabidopsis csiranévények levelében és gyokerében mérhetd
AtP5CS1::GUS ¢és AtP5CS2::GUS enzimaktivitas sotétadaptaciét vagy brasszinolid-elkezelést, illetve a
kombinalt elokezelést kovetd 24 h-n at tarté 200 mM NaCl-, illetve 10 uM ABA-indukciot kovetden.
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Az AtP5CS2::GUS riporter konstrukciét hordozdé novények leveleiben mért
alapaktivitas kb. harmada az AtP5CS]::GUS génkonstrukcié esetében mért értéknek. Ezt az
alapaktivitast a sotétadaptacidé nem befolyasolta. A fényen tartott novények esetében az
alapaktivitas kb. kétszeresére nétt NaCl-, illetve ABA-kezelés hatdsdra. A 3 nap
sotétadaptacidt kovetden a fent emlitett kezelésekkel kivaltott indukeid mértéke csdkkent a
levelekben. A gydkerekben az AtP5CS2::GUS riporter génkonstrukcid aktivitasa kb.
kétszeresére novelhetd 200 mM NaCl-kezeléssel, mig a 10 uM ABA-kezelés hatasa kevésbé
kifejezett. Sotétadaptacidt kovetden a gydkerekben mért alapaktivitas kb. kétszeresére nétt,
melyet sem NaCl-dal, sem ABA-val nem Iehetett indukalni. Ez egybeesik azzal a
megfigyeléssel, hogy hasonldé kisérleti elrendezés mellett a P5CS2 mRNS szintjének
kismértékii emelkedését tapasztaltuk (Id. 11. abrat). A brasszinolid nem valtoztatta meg a
P5CS2-GUS alapaktivitdsdit a hajtasokban, de gatolta az ABA- ¢&s sbéindukcidt. A
sotétkezeléshez hasonléan a BR eldkezelés a fényben, illetve sotétben tartott novények
gyokereiben is kétszeresére novelte a PSCS2-GUS alapaktivitast, amely séval és ABA-val

nem volt indukalhatd.

A prll mutacid6 hatdsa az AtP5CSI1::GUS és AtP5CS2::GUS riporter génkonstrukcidk

mukddésére

Az 5.3.7. pontban leirt Northern hibridizacié eredményének megerdsitésére az
AtP5CS1::GUS és AtP5CS2::GUS riporter génkonstrukciok miikodését pr/l mutans hattérben
vizsgaltuk. A novények gyokerében és levelében elkiilonitve mértik a GUS enzimaktivitast.
M¢érési eredményeink a 15. abran lathatdak.

A vad tipusu (Col) hattérrel 6sszehasonlitva 1.5-2-szer magasabb GUS enzimaktivitast
mértiink az AtP5CS1::GUS riporter génkonstrukciét hordozé pr/l mutans levelében ¢&s
gyokerében 24 h-n at tarté 10 uM ABA, illetve 150 mM NaCl kezelés utdn. A vad tipusu
névényekben mérhetd enzimaktivitas a 0.1 uM epi-brasszinoliddel valo eldkezelést kdvetd
ABA-, illetve NaCl-kezelés utan jelentds mértékben csokkent. A pr/l mutinsban ez a
csokkenés kisebb mértékdl.

Az AtP5CS2::GUS riporter génkonstrukcidt hordozd pri/ mutans leveleiben a vad
tipushoz képest kisebb enzimaktivitds mérhetd (alapallapotban, illetve kiilonb6zé kezelések

utdn is), melyen a BR gatlé hatdsa nem érvényestil. A vad tipusi és a mutdns névény
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gyokereiben hasonldé enzimaktivitdsok mérhetéek alapallapotban, illetve a NaCl- és ABA-
kezelést kovetden. A BR kezelés a vad tipushoz hasonloéan a pr// mutans gydkereiben is az

alapallapoti A¢P5CS?2 aktivitdst megnoveli, amely az alkalmazott kezelésekkel nem novelhetd

tovabb.
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15. abra A pril mutacio hatasa az AP5CS1::GUS és AtP5CS2::GUS riporter
génkonstrukciok miikodésére.

Az AtP5CS1::GUS ¢és AtP5CS2::GUS riporter génkonstrukciokat hordozé vad tipusa (Col-1) és prii névények
levelében és gyokerében meghatirozott GUS enzimaktivitds 3 nap 0.1 pM 24-epibrasszinolid-elokezelést
kovetd, illetve annak hidnyéban elvégzett 24 h-n 4t tartd 200 mM NaCl-, illetve 10 pM ABA-kezelést kovetden.

5.5. Az emelkedett AtP5CS1 transzKripcio hatasa a ndvények szabad prolin szintjére

Megvizsgaltuk, vajon a prll és det? mutansokban megfigyelt emelkedett szintl

AtP5CS] transzkripcié hatdsa megjelenik-e a szabad prolin szintjében is. A kisérletben 3
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hetes vad tipusu, prll &s det2 csirandvényeket 150 mM NaCl-dal ill. 10 uM ABA-val
kezeltiink. A kezelés idétartama 24 h volt. A mérési eredmények a 16. dbran lathatoak.

A kontroll vad tipust novények kb. 15 mM szabad prolint tartalmaztak, amely ABA-
kezeléssel kb. a kétszeresére, mig NaCl-kezeléssel 6tszorosére emelkedett. A kezeletlen det2
névények szabad prolin szintje kb. 30 mM volt, ami ABA-kezeléssel kétszeresére, NaCl-
kezeléssel pedig 6tszorosére emelkedett. A pr/l mutansban az alap prolin szint kozel 50 mM
volt. Ez az érték kétszeresére emelkedett ABA-kezelést kovetden, NaCl-kezelés utan pedig
elérte a 300 mM-t. Tehat az ArP5CS] expresszidjanak valtozasa megjelenik a szabad prolin

szintjében is mind az ABA-talérzékeny pr//, mind pedig a brasszinoszteroid-hidnyos det2

mutansban.
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16. abra Az emelkedett AtP5CS1 transzkripcio hatasa a prolin felhalmozodasra.

24 h-n 4t tartd 150 mM NaCl-, illetve 10 pM ABA-kezelés hatasa 3 hetes vad tipust (Col), pri! és det 2

mutansok szabad prolin szintjére.
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6. Eredmények értékelése

6.1. Kornyezeti faktorok és hormonok hatasa a prolin felhalmozodasra

A magasabbrendli névényekben gyakran prolin halmozoédik fel a szarazsag- , illetve
sostressznek kitett novényekben. Kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy vad tipusu
Arabidopsis-ban a NaCl-, glik6z-, illetve mannitol-kezelés jelentds emelkedést idézett eld a
szabad prolin szintjében, mig a hidegkezelésnek alig volt hatasa (3.(a) dbra). Verbruggen ¢&s
mtsai (1993), valamint Hayashi és mtsai (2000) is a szabad prolin szint jelentds emelkedésérdl
szamoltak be NaCl-kezelés hatdsara. A 24 h-n at tart6 hidegkezelés csekély mértékben emelte
meg a szabad prolin szintjét 3 hetes csirandvényekben. Azonban Savouré ¢s mtsai 1997-ben
megjelent kozleménye szerint a hidegkezelés kb. kétszeresére emelte a szabad prolin szintjét
10 napos csirandvényekben. Az ellentmondd eredmények magyardzata a felhasznalt
névények eltérd életkora lehet.

Szdmos ozmotikus stressz altal indukalt gén a taptalajhoz kiilséleg hozzaadott ABA-
val is aktivalhaté (6sszefoglald: Shinozaki és Yamaguchi-Shinozaki, 1997). Kisérleteink
soran megallapitottuk, hogy sem az auxin (2,4-D), sem a citokinin (IPAR) kezelésnek nem
volt szamottevd hatasa a szabad prolin szintjére. Azonban ABA-kezelést kovetden a prolin
szintje jelentdsen megemelkedett (3.(b) abra).

Megallapitottuk, hogy a fény esszencidlis a NaCl-, , illetve a kiilséleg alkalmazott
ABA-kezelés soran létrejovo prolin felhalmozdédasban. Néhdny napig tartd sotétadaptaciot
kovetden sem a NaCl, sem az ABA nem tudta kivaltani a prolin felhalmozodast (3.(c) abra).
Ez arra utal, hogy az ABA-kozvetitette stressz-jelatvitelhez sziikség van a fény jelatvitelben
szerepld komponensekre. A fénynek az ozmotikus stressz soran Iétrejovd prolin
felhalmozodasra gyakorolt pozitiv hatdsarél szdmos kozleményben lehet olvasni (Goas és

mtsai, 1982; Joyce és mtsai, 1984; Sanada és mtsai, 1995, Hayashi és mtsai, 2000).

6.2. P5CS gének klonozasa, szekvencia analizise és térképezése

Munkank kezdetekor még nem volt ismert Arabidopsis thaliana-ban a prolin
bioszintézis sebességmeghatirozod 1épését katalizalé kétfunkcids enzimet kodold gén.
Csoportunknak Dr Koncz Csaba kolni munkacsoportjdval kooperacidban —sikeriilt

csirandvényekbdl készitett cDNS konyvtar szlirésével izoldlni az AtP5CS] gént, amely
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azonosnak bizonyult a kézben Yoshiba &s mtsai (1995), valamint Savouré és mtsai (1995)
altal izolalt P5CS génnel. Tovabba sejtszuszpenzids kulturabdl sikeriilt izolalni egy masik,
AtP5CS2-nek elnevezett gént. A szekvencia analizis (4. és 5.(a) abrak) ¢és a Southern
hibridizacié (5.(c) abra) alapjan elmondhatjuk, hogy az id6koézben megjelent irodalmi
adatokkal (Yoshiba €és mtsai, 1995; Savouré és mtsai, 1995) ellentétben Arabidopsis thaliana-
ban két gén kddolja a prolin bioszintézis sebességmeghatarozo Iépését katalizald kétfunkeios
enzimet. Az aminosavak bioszintéziséhez vezetd biokémiai folyamatokban szerepld
enzimeket kodolé gének redundancidja nemcsak Arabidopsis-ban, hanem lucerndban
(Medicago sativa; Ginzberg ¢s mtsai, 1998) és paradicsomban (Lycopersicon esculentum
Fujita és mtsai, 1998) is megfigyelhet6. Az evolucié soran a géncsaladok tagjai gyakran a
transzkripcionalis szintli szabalyozasban bekovetkezé valtozdsok miatt rendelkeznek eltérd
biokémiai funkcidval.

Munkdnk ezen szakaszdban még nem volt ismert az A. thaliana teljes
nukleotidsorrendje, ezért YAC klonok felhasznalasaval sikeriilt az ArP5CSI gén
térképpozicidjat pontositani, az AtP5CS2 gén pozicidjat pedig meghatarozni (5.(b) abra).
Napjainkban, az Arabidopsis thaliana teljes nukleotidsorrendjének ismertté valdsaval
egyszerliibbé valt egy adott gén izoldlasa (polimerdz lancreakcid segiségével), valamint
adatbankokban szdmos hasznos adat talalhaté a gének exon-intron szerkezetérdl, az altaluk

kédolt fehérjék konzervalt doménjeirdl. A www.arabidopsis.org honlapon az AtP5CS] gént

At2g39800 azonositdé szammal taldlhatjuk meg az A. thaliana 2. kromoszémajan. Az
AtP5CS2 gén azonositéja pedig az At3g55610, és a 3. kromoszémadn taldlhaté. A honlapon
megtalalhatd mindkét A/P5CS gén exon-intron szerkezete, mely azonosnak bizonyult az
altalunk is meghatarozott génstrukturaval. Rekombindns beltenyésztett vonalak
felhasznaldsaval 1998-ban elvégzett térképezés szerint az AtP5CSI gén a 2. kromoszdéma
69.04 cM helyére, az AtP5CS2 gén pedig a 3. kromoszoma 68.53 cM helyére térképezddott

(www.arabidopsis.org).

6.3. Az AtP5CS gének sziovetspecifikus expressziojanak vizsgalata

A szovetspecifikus  génkifejez0dés vizsgalata is megerdsitette a Southern
hibridizaciéval kapott eredményeket, mely szerint Arabidopsis-ban két gén kodolja a prolin
bioszintézis sebességmeghatarozéd 1Epését katalizalé enzimet. Ez a két gén eltérd

szovetspecifitassal miikodik. A génspecifikus probaval elvégzett Northern hibridizacidval
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kimutattuk az ArP5CS] mRNS-t a legtobb novényi szervben (6. dbra). Savouré és mtsai
(1995) hasonld AtP5CS1 szovetspecitkus génkifejezddésrdl szamoltak be, hibridizalashoz az
AtP5CS] cDNS-t felhasznalva. J61 detektalhaté mennyiségli transzkript van a viragbol izolalt
Ossz RNS-ben (5. abra), valamint az ArP5CSI::GUS riporter génkonstrukcid mikodését is
kimutattuk GUS hisztokémiai analizissel (13. abra). Ez Osszhangban van azzal a
feltételezéssel, hogy a prolin szintézis és lebontds fontos a virdgzasban ¢és a magképzddésben
(Verbruggen és mtsai 1996). Tovabba ismert, hogy az egyik prolin transzportert kédold gén, a
ProTI leger6sebben a virdgban expresszalédik €s a megtermékenyiilés utan csokken az
expresszidja. SO-, illetve vizstressz nem befolyasolta a ProT1 kifejez6dését (Rentsch és mtsai,
1996).

Az AtP5CS2 gén esetében a legtobb novényi szerv esetében ki tudtuk mutatni az
mRNS-t Northern hibridizacidoval, de mennyisége sokkal kisebb, mint az AtP5CSI! gén
esetében. Azonban az aktivan oszt6dé sejteket tartalmazé kisérleti rendszerekben az AtP5CS2
gén mRNS-ének mennyisége nagy, mig a masik gén esetében nincs detektalhaté mennyiségii
transzkript. Ezzel magyarazhatd, hogy Savouré ¢s mtsai (1995), valamint Yoshiba ¢és mtsai
(1995) csak egy AtP5CS génrdl szamoltak be, ugyanis mindkét csoport csak Arabidopsis
csirandvénybodl készitett cDNS-konyvtar sziirését végezte. Szovetspecifikus eltérés Iétezhet a
két AtP5CS gén mRNS-ének érési folyamataban vagy a transzkript stabilitasdban, ugyanis a
csiranovénybdl készitett cDNS konyvtarbdl csak AtP5CSI-t kédoldé cDNS-t sikeriilt izolalni,
noha detektalhaté mennyiségli 4¢P5CS2 mRNS van a kiilonb6z6 novényi szervekben.

6.4. Kornyezeti faktorok hatasa az AtP5CS gének expresszidjara

A prolin bioszintézis két kulcsenzimét (P5CS, P5CR) kodold gének mitkodését
részletesen tanulmanyoztdk Vigna aconitifolia-ban és Arabidopsis-ban (Hu és mtsai, 1992;
Verbruggen és mtsai, 1993; Yoshiba és mtsai, 1995; Savouré és mtsai, 1995). 1995-ben
Yoshiba ¢és mtsai arrdl szamoltak be, hogy NaCl ¢és kiszaritds hatdsdra Arabidopsis
csirandvényekben gyors emelkedés figyelhetd meg az AtP5CSI mRNS szintjében.
Eredményeink szerint az AzP5CS! mRNS szintje valdoban gyorsan ¢és nagymértékben
megemelkedik a fent emlitett kezelések hatdsara (7. abra). A Northern hibridizacié soran
kapott eredményt megerdsitette az ArP5CSI::GUS riporter génkonstrukcidét hordozd vad
tipusu (Col-1) ndvények analizise is (14. abra). Az AtP5CS2 gén indukcidja pedig lassubb ¢s
kisebb mértékli (7. és 14. abra). Verbruggen és mtsai (1993) beszdmoltak a prolin
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bioszintézisében az AtP5CS mellett szerepld AtPSCR-t kodold gén mRNS szintjének
emelkedésérdl NaCl-kezelés soran. Azonban a P5CR gén indukcidja sokkal alacsonyabb volt,
mint a P5CS gén esetében. Yoshiba ¢és mtsai (1995) szerint az AtPSCR-t kodoléd gén
expresszidjat a vizhidny, a séstressz és az ABA-kezelés nem befolydsolta szignifikdns
mértékben. A novények dehidratacidja, majd az azt kovetd rehidratdcidé soran a prolin
mennyiségének valtozadsa ardnyos volt a P5CS gén mRNS szintjének valtozdsaval
(dehidratacié soran emelkedett, rehidratacié soran pedig csokkent, Yoshiba és mtsai, 1997).
Ezen adatok arra utalnak, hogy ozmotikus stressz soran az AtP5CS gén jelentdsebb szerepet

jatszik a prolin felhalmozodasban, mint az AzP5CR gén.

6.5. Hormonok hatasa az AtP5CS1 és AtP5CS2 génekre

Kisérleteink soran megallapitottuk, hogy sem az auxin (2,4-D), sem a citokinin
(IPAR) kezelésnek nem volt szdmottevd hatdsa a szabad prolin szintjére, azonban ABA-
kezelést kovetden jelentdsen megemelkedett (3.(b) abra) Ezen eredményeink aldtdmasztasara
elvégzett Northern hibridizacié azt mutatta, hogy sem az auxin, sem a citokinin kezelés nem
okozott jelentds mértékii valtozast a P5SCS gének steady state mRNS szintjében (8. dbra). Az
ABA-kezelés viszont az altalunk vizsgalt 6sszes kisérleti rendszerben jelentés mértékben
indukalta az AtP5CS1 gént, mig az AtP5CS2 génre kisebb hatast gyakorolt (8. dbra). Az ABA
AtP5CS génekre gyakorolt hatdsat megerdsitette az AtP5CS1::GUS ¢és AtP5CS2::GUS
riporter génkonstrukcidkat hordozé vad tipusu (Col-1) névények vizsgalata is (14. abra).
1995-ben Yoshiba és mtsai is arr6l szamoltak be, hogy 1mM ABA-kezelés hatdsara mar 2h
elteltével jelentds emelkedés figyelheté meg az ArP5CS mRNS szintj¢ben, mig az emlitett
kezelésnek nincs hatdsa az AfP5SCR gén steady state mRNS szintjére. Arabidopsis-ban a
vizhidny fellépését kovetden 2h elteltével detektalhatdé az endogén ABA mennyiségének
emelkedése, mely 10h elteltével eléri maximumat (Kiyoshue &s mtsai, 1994). Ugy tiinik, a
vizhidny indukdlja az ABA-szintézist, és a megndvekedett mennyiségli ABA aktivalja a
prolin bioszintézis kulcsenzimét kdédold géneket.

Korabbi irodalmi adatok szerint Arabidopsis csirandvényekben az AtP5CS mRNS
felhalmozodas gyors emelkedést mutatott ABA-, illetve NaCl-kezelés hatasara (Yoshiba és
mtsai, 1995). A génspecifikus prébakkal elvégzett Northern hibridizacié a két AtP5CS gén
mRNS felhalmozodasa esetében jellegzetes szovetspecifikus eltéréseket tart fel NaCl-, ABA-

¢s auxin-kezelés hatasara. A legnagyobb eltérés a sejtszuszpenzids kultura esetében figyelhetd
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meg. Az indukcidés kezelések hidnydban csak az A7P5CS2 mRNS-t sikeriilt detektélni,
melynek mennyisége a kezelések hatasara jelentds mértékben emelkedett. Az AtP5CSI gén
NaCl-, illetve ABA-kezelésre bekovetkezd indukcidja ebben a kisérleti rendszerben csupan
10-15 %-a az AtP5CS2 indukcidjanak, az ABA hozzdaddsa utdn 1 h elteltével elérte
maximumat, 6 h milva elkezdett csokkenni és 48 h elteltével az alapértékre tért vissza. A
NaCl-kezelés hatasara mindkét gén 6 h elteltével indukalodik és ez a hatas 48 h mulva is
fennall. Ez azt jelzi, hogy egy ABA-altal kozvetitett korai valasz sziikséges az AtP5CS gének

NaCl-indukciéjahoz sejtszuszpenzidban.

6.6. Az ABA bioszintézisét, valamint a hormon érzékenységét érinté mutaciok hatasa

az AtP5CS génekre

Az abszcizinsav ozmotikus stressz soran 1étrejové prolin felhalmozasban betoltott
szerepének tovabbi vizsgalata sordn olyan Arabidopsis mutansokat hasznaltunk fel,
melyekben a mutacié az ABA bioszintézist , illetve a hormon-érzékenységet érintette.

Az abal mutans tanulmanyozasa soran Savouré és mtsai (1997) arra a kovetkeztetésre
jutottak, hogy NaCl-kezelés hatasara az ArP5CS] mRNS-szintjénck emelkedése nem fiigg a
névényekben taldlhaté ABA mennyiségétdl, ez ugyanis az abal mutidnsban is megfigyelhetd.
Tovabba a mutans ndvényekben is emelkedik a szabad prolin szintje NaCl-kezelés hatasara,
bar kisebb mértékben, mint a vad tipust novényben. Az abal mutans esetében az altalunk
kapott kisérleti eredmények (9. dbra ) némileg ellentmondanak a Savouré és mtsai (1997) altal
kozolt adatoknak. Northern hibridizaciéval kapott eredményeink szerint az abal mutansban
nem jon létre a NaCl-kezelés okozta korai fazisi AzP5CS] mRNS felhalmozodas. Tehat ezen
gén sbé-okozta aktivalodasat egy ABA-kozvetitette korai transzkripciondlis vdlasz
befolyasolja. Mivel az abal mutansban az AtP5CS2 gén aktivaldodasa sem detektalhato, ezért
valoszinileg az ABA-nak szerepe van a NaCl-indukci¢ lassibb szakaszdban is. Az
ellentmondé eredmények magyardzata a kisérleti koriilmények eltérése lehet. Savouré és
mtsai 10 napos Landsberg erecta Skotipusi csirandvényeket 24 h-n at 250 mM NaCl-dal
kezelt. Mi pedig 14 napos Columbia 6kotipust csirandvényeket 6 h-n at 200 mM NaCl-dal
kezeltiink.

NaCl-kezelés hianyaban az abil Arabidopsis mutans esetében mindkét ArP5CS gén
mRNS szintje a vad tipushoz képest alacsonyabb (9. abra). Ez arra utal, hogy az AtP5CS

gének alapszintli transzkripcidjanak mértéke az ABII 4ltal érintett jelatviteli Gt befolyasa alatt
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allhat. Ezen jelatviteli ut P5CS expresszidra gyakorolt hatdsa NaCl-kezelés soran azonban
nem abszolit kizarélagos, mivel bizonyos mennyiségl transzkriptumot mindkét gén esetében
ki tudtunk mutatni. Meglepd moddon Savouré és mtsai (1997) kismértékli indukciot
tapasztaltak az AtP5CS1 gén esetében a nem-stresszkezelt abil mutansoknal. Az ellentmondé
eredmények magyarazata nem ismert.

Az axr2 Arabidopsis mutansban a 6 h NaCl-indukcidt kovet en mindkét A1P5CS gén
steady state mRNS szintje alacsonyabb, mint a vad tipusban, viszont stresszkezelés nélkiil
hasonlo6 a vad tipushoz. (9. dbra). A jelenség magyarazatat neheziti az a tény, hogy az axr?2
mutansok az auxinon kiviill ABA-ra és etilénre is rezisztensek (Estelle és Klee, 1984). Az
abil-hez hasonloan valdszin leg az axr2 mutécio is egy altalanos jelatviteli utat érint, az ABA

érzékelés utani valamely 1€pés sériilt, melyet az abi2 és abi3 mutaciok nem érintenek.

6.7.  Fehérjeszintézis gatlasanak hatasa

Korabbi adatok szerint némely ABA-érzékeny gén, pl. a RAB164 ABA-indukcidja
lezajlik a fehérjeszintézis gatlasakor is, mig mas géneknél ezt a folyamatot a cikloheximid
gatolja (Mundy ¢s Chua, 1988). Arabidopsis-ban és arpaban (Hordeum vulgare) a NaCl- és
ABA-indukélta prolin felhalmozdédas cikloheximiddel gatolhatd (Stewart és mtsai, 1986;
Verbruggen és mtsai, 1993). Az viszont nem volt ismert, ez vajon a P5CR é&s/ vagy P5CS
mRNS-ek szintézisének vagy transzlacidjanak gatlasabol szdrmazik-e. Az ArP5CS gén
transzkripcidjanak emelkedése NaCl-kezelt Arabidopsis csirandvényben exponencidlis gorbe
szerint torténik (Yoshiba és mtsai, 1995). Kisérleti eredményeink szerint az indukcidé gyors,
linearis szakasza, melynek eredményeképpen az mRNS szintje 4-5-szordsére emelkedik, nem
fiigg a cikloheximidtdl, tehat egy azonnali, korai valaszt jelent (10. abra). NaCl-kezelt
csirandvényekben ez a korai valasz elsddlegesen az AtP5CS] gén aktivalodasabdl szarmazik.
Ezen korai fazisban az AtP5CS2 gén csak kisebb mértékii aktivalédast mutat. A PSCS mRNS
szint a NaCl hozzaadasat kovetden 6 h elteltével eléri maximumat. A sé-indukcid ezen
masodik, lassibb szakaszanak létrejotte cikloheximid-eldékezeléssel megakadalyozhatd, tehat
a de novo fehérjeszintézisnek szerepe van mindkét gén NaCl okozta indukcidjanak

fenntartasaban.
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6.8. Sotétadaptacio hatasa

A kiilonb6z6 kornyezeti faktorok prolin felhalmozodasra gyakorolt hatdsat vizsgalva
megallapitottuk, hogy a fény esszencialis szerepet jatszik a folyamatban (3.(c) abra). Ezen
eredmény megerdsitésére génspecifikus prébakkal elvégzett Northern hibridizacidval
megallapitottuk, hogy a fény kulcsfontossdg a NaCl-, illetve a kiils6leg alkalmazott ABA-
kezelés sordn 1étrejovo magas szintli AtP5CS] kifejez6désében (11. dbra). Harom napig tartd
sotétadaptaciot kovetdben sem a NaCl, sem az ABA nem tudta kivaltani az ArP5CS/
indukcidjat. Ez arra utal, hogy az ABA-kozvetitette stressz-jelatvitelhez sziikség van a fény
jelatvitelben  szerepldé komponensekre. Hasonlé kovetkeztetést vonhatunk le az
AtP5CS1::GUS riporter génkonstrukciét hordozé vad tipusu Arabidopsis csirandvények GUS
enzimaktivitdsasdnak meghatdrozasabol is (14. abra). Szamos kozleményben lehet olvasni a
fényben , illetve a sotétben 1étrejové prolin felhalmozodasrdl. Goas ¢és mtsai (1982)
megfigyelték, hogy az Aster tripolium ndvényekben NaCl-kezelést kovetden felhalmozédd
prolin mennyisége fényben nagyobb, mint a sététben. Sanada és mtsai (1995) szerint a NaCl-
kezelés soran a halofita Mesembryanthemum cristallinum, , illetve a glikofita biuza (Triticum
aestivum L.) és arpa (Hordeum vulgare) ndvényekben a felhalmozodd prolin mennyisége
fény-sotét valtakozast mutat. Tovabba megallapitottdk, hogy a biza és arpa novények
szaraban talalhato prolin mennyisége is oszcillal, tehat a fényben a levelekben képz6dd prolin
nem szallitédik el mas szervekbe a sotétperiddus alatt. Ez arra utal, hogy ozmotikus stressz
soran a fényben képzddd prolin nemesak ozmolitként szerepel, hanem a sotétperiddus sordn
szubsztatként szolgalhat a Iégzési folyamatban ¢és a képzddd energia az ionok
kompartmentalizacidjdhoz sziikséges. Hayashi és mtsai (2000) beszamoltak az Arabidopsis
levelekben fény/ sotét ciklus alatt megfigyelhetd prolin szint , illetve P5CS és PDH gének
mRNS-ének az oszcillalasardl. Ez az oszcillacid megfigyelhetd NaCl-kezelés alatt , illetve a
stressz hidnyaban is. A két gén altal kodolt fehérje mennyisége is oszcillal és jol korrelal az
mRNS mennyiségekkel. Az ArP5CS2 gén aktivitasa konstitutiv jelleget mutat, mely
stresszkezelés vagy fény altal kevésbé befolyasolhatd. A PDH gén expresszidja sotétkezelés
hatasara megemelkedik (stresszkezelés alatt , illetve annak hianyaban is), igy hozzajarul a
sotétben bekovetkezd prolinszint csokkenéshez. Az eredményekbdl kitlinik, hogy a fényben
nétt novényekben a sokezelés okozta prolinfelhalmozdédasban a P5CS/ indukcidjaval
egyidejiileg a PDH kifejezddésének csokkenése jatszik szerepet. Eredményeink megfelelnek a
Peng ¢és mtsai (1996) altal megjelentetett kozleményben szerepldo adatoknak. Szerintiik

vizstressz sordn a P5CS gén indukalodik, mig a PDH gatlédik. A novények rehidratacidja
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pedig forditott irdnya valtozasokat okoz. Tehat a prolin szintjét mind a P5CS, mind pedig a
PDH gén kifejez6désének szintje szabalyozza.

A fentiek alapjan azt mondhatjuk, hogy a sotétkezelés s6- és ABA-indukcié altal
kivaltott prolinfelhalmozddasra gyakorolt gatld hatasa a P5CST mRNS szintjének csokkenése,
¢s egyidejiileg a PDH mRNS szintjének novekedése miatt jon 1étre.

6.9. 24-epibrasszinolid hatasa

A fény sokoldalu szerepet tolt be a novényekben, ¢s kiillonbozd jelatviteli utakon
keresztiil génexpresszidés szintli valtozasokat okoz. Azon Arabidopsis mutansokban,
melyekben a brasszinoszteroid bioszintézis sériilt, a fényindukalt gének derepresszaltak
(Szekeres ¢s mtsai, 1996; Németh és mtsai, 1998). A kiils6leg alkalmazott BR gatolja az
AtP5CS] transzkripcidjat mind stresszkezelés alatt, mind pedig annak hidnyaban, az AtP5CS2
gén aktivitdsat pedig megnoveli a gydkerekben (12. abra). A BR bioszintézisben sériilt des2
mutéansban (Li és mtsai, 1996) kiils6leg alkalmazott ABA-kezelés hatdsara nagyobb mértékii
AtP5CS] transzkripcidt tapasztaltunk, ami ezen gén ABA-tulérzékenységére utal BR
hidnydban (12. &bra). Ezen emelkedett A7P5CS] expresszid hatasara a vad tipussal
Osszehasonlitva a der2 mutans novényekben magasabb szabad prolin szintet mértiink (16.
abra). Eredményiink Osszhangban van azzal a megfigyeléssel, hogy a BR-inszenzitiv
Arabidopsis bril mutans ABA-ra tulérzékeny (Clouse ¢s mtsai, 1996). Tehat a BR hianya, ,
illetve a BR jelatviteli at sériilése ABA-talérzékenységet okoz. Az ABA-kozvetitette stressz
jelatviteli it a BR negativ szabalyozasa alatt allhat. A BR gatolhatja azt a fény szignalt, amely
az AtP5CS] magas szintli, ABA-kozvetitette expresszidjahoz sziikséges. Az AtP5CS2
génkifejez0dés fény-, illetve ozmotikus stressz altal kevésbé befolyasolt, igy BR altal kevésbé
gatolt expresszidt mutat.

Napjainkban egyre tobb bizonyiték utal a sokféle kornyezeti hatdsra adott kiilonboz
szintli novényi valaszreakcidk létrejottéhez vezetd jelatviteli utak kozotti kolesonhatasra. A
cukor ¢s ABA jelatviteli folyamatok (Arenas-Huertero és mtsai, 2000) , illetve a BR ¢s az tn.
“szénhidrat represszid” (“carbon catabolic repression”: Salchert és mtsai, 1998) kozotti
kolesonhatasok ismeretében megvizsgaltuk a P5SCS expresszidt egy olyan Arabidopsis
mutansban (pr/l: Németh ¢és mtsai, 1998), ahol a cukor jelatviteli folyamatot is érintette a
mutécid, valamint ABA-talérzékenységet is okozott. Ebben a mutansban emelkedett szintli

AtP5CS] transzkripciot talaltunk, melyet brasszinoliddel részlegesen gatolni lehetett. A
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mutansban észlelt magasabb szintli ArP5CS] expresszid a szabad prolin szintjében is
megjelent (a pr/] mutansban a szabad prolin szintje magasabb, mint a vad tipusban: 16. abra).
Az AtP5CS?2 génkifejezddést a prll mutacid alig érintette. A PRLI gén szdmos fény-, illetve
stressz-indukalhaté gén mikodésének negativ szabalyozdja, ezen gének a pr// mutidnsban
derepresszaltak. A prll/ mutédnsban a brasszinoszteroid bioszintézisben szerepet jatszé6 CPD
gén expresszidja csokkent mértékd, tehat a PRL1 a BR bioszintézisnek pozitiv szabalyozdja
(Németh és mtsai, 1998). Ezért a prl/ mutinsban észlelt magasabb szintli expresszido a
csokkent mértékli BR bioszintézis kovetkeztében is I1étrejohet, mivel azt ABA-tulérzékenység

kiséri. A prll mutansok valéban ABA-tlérzékenyek (Németh és mtsai, 1998).

6.10. AtP5CS1 és AtP5CS2 prométerek szekvencia analizise

Az 1. tablazatban lathatéak az AtP5CS! és AtP5CS2 prométerekben taldlhatd
feltételezett cisz-elemek. Mindkét A7P5CS gén promoterében megtalalhato a CACGTG
palindrém szekvencia, melyet ABRE elemnek hivnak ( ABA-érzékeny elem ). Az ebben
eléforduldé ACGT mag az in. G-box-ban is megtalalhatd. A G-box szamos kornyezeti faktor
altal indukalhato gén prométerében eléfordul. Az ACGT mag koriili nukleotidok fontosak a
DNS-fehérje kolcsonhatas specifikussa tételében. Mindkét A7P5CS prométerben szamos
feltételezett G-box talalhatd, de ezek funkcidja még nem ismert. Az ABRE elemhez ¢s a G-
box-hoz is un. bZIP transzkripciés faktorok kotédnek. A bZIP fehérjék tartalmaznak egy
bazikus aminosavakban gazdag DNS-kotd ¢és egy leucin zipzar dimerizacidés domént. Choi ¢s
mtsai (2000) izolaltdk az Gun. ABF (ABRE-ko6t6 faktor: ABRE-binding factor) géncsalad
tagjait. Ezen gének 4ltal kédolt fehérjék is a bZIP transzkripcids faktorok kozé tartoznak és
képesek élesztében az ABRE-t tartalmazd riportergént transzaktivalni. Valamint az ABF
csaldd tagjait kodold gének expresszidja ABA-kezelés és ozmotikus stressz hatasara
megemelkedik, tehat ezen transzkripciés faktorok részt vehetnek az ozmotikus stressz altal
befolyasolt gének aktivalasaban. Még nem ismert, vajon milyen transzkripcids faktorok
vesznek részt az AtP5CS gének ozmotikus stressz- , illetve ABA-indukci¢jaban.

Mindkét A¢tP5CS gén prométerében szamos feltételezett Myb-faktor kotd hely is
talalhaté (un. MRE: Myb Recognition Element: Myb felismeré elem; MBS: Myb Binding
Site: Myb-kotd hely). A Myb transzkripcidés faktorokban 3 nem tokéletes ( imperfekt )
ismétlédés taldlhatd, amelyek egy helix-turn-helix motivumot képeznek. Mindhdrom

ismétlddésben 3 konzervalt triptofdn fordul el 18-19 aminosavanként. Ez eldsegiti
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masodlagos szerkezetek kialakulasat. A novényekben taldlhato Myb-szerli gének egy nagy
csaladot alkotnak és szamos funkcidjuk lehet (Meissner és mtsai, 1999). A kiszaradas 4ltal
indukalt Arabidopsis AtMyb2-t az RD22 gén Elképzelhetd, hogy az Arabidopsis-bdl izolalt
AtMyb2 szabalyozhatja az AtP5CS1 gént, mivel a NaCl-tulérzékeny sos/ mutansban NaCl-
kezelés hatasara mind az A¢tP5CS1, mind pedig az AtMyb2 expresszidja magasabb, mint a vad
tipusban (Liu és Zhu, 1997).

Az AtP5CS1 és AtP5CS2 gének promotereiben az un. DRE (Drought Responsive
Element: vizhianyra érzékeny elem: TACCGACAT) elem magja (CCGAC) taladlhaté meg. A
DRE motivum szdmos, vizhiannyal és hideg-kezeléssel indukalhaté gén prométerében is
megtalalhatdo. A DREB1A ¢s DREB2A transzkripcids faktorok kétédnek a DRE motivumhoz
¢s szamos gén mikodését szabalyozzak (Liu ¢s mtsai, 1998). A CaMV 35S promoter mogé
épitett DREBIA cDNS-t hordozo transzgénikus novényekben a DREBIA célgénjeinek
expresszidja emelkedett, és megnovekedett ozmotikus stressztoleranciat mutattak. Stressz
hianyaban azonban névekedésiik elmaradt a vad tipusétél (Liu és mtsai, 1998). Kasuga és
mtsai (1999) beszamoltak a stressz-indukalhaté RD294 promoéter mogé Epitett DREBIA
névények optimalis korilmények kozotti normalis novekedésérdl. Ez a rendszer nagyon
elegdns példa arra, hogy stressz-specifikus szabalyozo elemek felhasznalasaval javitani lehet a
névények ozmotikus stressz tolerancidjat.

Megallapitottuk, hogy az ArP5CS] gén kifejez6dését nagymértékben befolyasolja a
fény (7., 11. és 14. abrak). A gén promoéterében megtaldlhatdoak G box (CACGTG), I box
(GATAA) és GT-1 box (GGTTAA) konszenzus szekvenciak, melyek gyakran eléfordulnak
fény-indukalt gének promotereiben. A harom cisz-elem koziil énmagaban egyik sem
elegendd, hogy egy nem-fényszabalyozott gén mikodését fény-szabalyozottd valtoztassa.
Puente és mtsai (1996) szerint ezen elemek paronként torténd eléfordulasa fény-szabalyozott
génkifejezOdést biztosit. Még nem ismert, vajon mely cisz-elemek, illetve a hozzajuk
kapcsolédd transzkripcids faktorok vesznek részt az ArP5CSI gén fény-szabalyozott
mikodésében. Az AtP5CS2 gén promoterében nem taldlhatd olyan szekvencia-elem, mely
tokéletesen megegyezne a konzervalt GT-1 box és I box szekvencidkkal. Ez lehet a

magyarazata, hogy az AtP5CS2 gén fény altal kevésbé befolyasolt.
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Csoportunk egyik 6 érdeklddési teriilete az ozmotikus stresszvalasz tanulmanyozasa
Arabidopsis thaliana-ban. Ezért kezdtik tanulmanyozni az egyik legjellegzetesebb
stresszvalaszban, a prolin felhalmozodéasban szerepet jatszd enzimeket kédold gének
miikodését és szabalyozasat.

Megallapitottuk, hogy Arabidopsis thaliana modellndvényben NaCl-, mannitol-,
gliikoz- és ABA-kezeléssel a szabad prolin szintje jelentésen emelhetd, és ezen emelkedés
sotétadaptaciéval megakadalyozhaté.

Kimutattuk, hogy a korabbi irodalmi adatokkal ellentétben Arabidopsis-ban két gén
kédolja a prolin bioszintézis sebességmeghatarozéd 1épését katalizald kétfunkcids enzimet, a
A-'-pirrolin-5-karboxilat-szintetdzt. Megallapitottuk, hogy ez a két gén kiilonbozd
kromoszéman taladlhatd. Szekvencia analizissel megallapitottuk, hogy a két A¢tP5CS cDNS
82%-ban megegyezik, az 5°, illetve a 3’ nem-transz1alodo régidjuk kevésbé homoldg. A két
prediktalt fehérje kindz és dehidrogendz doméneket tartalmaz, valamint feltételezett ATP- és
NADPH-ko6t6 hely €s egy leucinban gazdag régid is megtalalhaté. Tovabba a korabban Vigna
aconotifolia PSCS enzimben azonositott, a prolin feed back gatlasban fontos aminosav is
megtalalhaté mindkét prediktalt AtPSCS enzimben.

Génexpresszids vizsgalatokkal megéllapitottuk, hogy a két AtP5CS gén eltérd
szovetspecifitast mutat. Az AtP5CS] mRNS a legtobb szervben (gyokér, levél, szar, virdg)
megtalalhatd, mig a masik gén mRNS-¢ét foleg az aktivan osztodd sejtekben mutattuk ki
(kallusz, sejtszuszpenziés kultura). Ezen erdményeinket megerdsitette az ArP5CSI::GUS,
illetve az AtP5CS2::GUS riporter génkonstrukcidkat hordozd transzgénikus névények GUS
hisztokémiai analizise is.

Mindkét AtP5CS gén indukdlhaté kiszaritassal,, NaCl-, illetve ABA-kezeléssel,
azonban az indukcié mértéke ¢s idObeli lefutasa eltérd. Az AtP5CS1 gén indukcidja altalaban
nagyobb mértékii és gyorsabban bekovetkezik, mint az 4tP5CS2 gén esetében.

NaCl-kezelt Arabidopsis  csirandvényekben az  AtP5CS mRNS  szintézise
exponencialis gorbe szerint torténik. Eredményeink azt mutatjdk, hogy az indukcié gyors,
linedris szakasza (mely 1 h-n beliil 1étrejon és féleg az AtP5CSI gén indukcidjat jelenti)
cikloheximiddel nem gatolhato, és az abal mutansban hidnyzik. Tehat ez egy azonnali, ABA-
altal kozvetitett stresszvalaszt jelent. A fehérjeszintézis cikloheximiddel torténd gatlasa

megakadalyozza az AtP5CS] mRNS szintjének a korai indukciét kdvetd tovabbi novekedését,
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¢s teljesen megakadalyozza az AfP5CS2 mRNS szintjiének emelkedését a NaCl-kezelt
csirandvényekben.

Az ABA bioszintézist, az ABA-érzékenységet, illetve kiilonb6z8 hormonok jelatviteli
utjat érinté mutaciok AtP5CS génkifejezOdésre gyakorolt hatasat vizsgalva megallapitottuk,
hogy az ABA-t nem tartalmazé abal mutansban NaCl-kezelés hatdsara egyik AtP5CS gén
sem indukalédott, jelezve az ABA abszolut sziikségességét ezen gének indukcidjaban.
Megallapitottuk, hogy nemcsak az ABA bioszintézis, hanem az ABA- és valosziniileg az
auxin jelatviteli Utjanak bizonyos 1épései (melyeket az abil-1 ¢&s axr2 mutacidk érintenek)
szerepelnek az AtP5CS gének alapallapotu, illetve NaCl-indukalt miikodésében.

Megallapitottuk, hogy a sotétadaptacio NaCl-, illetve ABA-kezelés hatasara 1étrejovo
prolin szint emelkedést gatld hatasa az ArP5CSI gén aktivitdsanak csokkenésén, illetve
egyidejlileg a PDH gén aktivitdsfokozodasan keresztiil valosul meg.

Kimutattuk, hogy a sotétadaptaciohoz hasonléan a brasszinolid-elékezelés is
megakadalyozza az AtP5CS] gén NaCl-, illetve ABA-altal kivaltott indukcidjat f&nyben ¢s
sotétben is. A brasszinolid AtP5CS2 gént gatldo hatasa csak levelekben érvényesiil, a PDH
génre nincs hatassal.

Az ABA-tulérzékeny prl/l mutdnsban nagyobb az A¢P5CS1 transzkript szintje NaCl-,
illetve ABA-kezelést kovetden, mint a vad tipusban. A brasszinoszteroid-hidnyos def2 mutans
esetében 1s emelkedett szintli transzkripcidt tapasztaltunk az ABA-kezelést kovetden. A det2
¢s prll mutaciok nem csokkentették a BR elokezelés AtP5CS] transzkripciora gyakorolt gatld
hatasat. Az AtP5CS2 transzkripcidja némileg magasabb volt a def? mutansban, és ezt is
gatolta a BR eldkezelés. A PDH mRNS szintjét a BR el6kezelés némileg csdkkentette a vad
tipusu novényekben. A prll és det2 mutansokban kisebb mértékii csokkenést tapasztaltunk.

Megallapitottuk, hogy prl/ mutans hattérben a megnovekedett AtP5CS]
transzkripcidhoz hasonléan az ArP5CS1::GUS riporter génkonstrukcié mikodése is
emelkedett volt, melyet brasszinoliddel részlegesen gatolni lehetett. A pr// mutacid csekély

valtozast okozott az AtP5CS2::GUS riporter konstrukcié miikédésében.

Eredményeinket Osszegezve megallapithatjuk, hogy a kordbbi irodalmi adatokkal
ellentétben két eltérd szovetspecititassal s eltérd szabalyozas alatt mikodd P5CS gén kodolja
a prolin bioszintézis sebességmeghatarozé I€pését &s ezen gének transzkripcionalis szintl
szabalyozasa dontd mértékben befolydsolja az ozmotikus stressz soran létrejovd prolin

felhalmozodast.
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Background

Environmental factors that impose water-deficit stress, such as drought, salinity or
extreme temperatures, place major limits on plant productivity. Upon exposure to osmotic
stress, plants exhibit a wide range of responses at molecular, cellular and whole-plant levels.
These include, for example morphological and developmental changes (e.g. shortening of life
cycle, inhibition of shoot growth and enhancement of root growth), adjustment in ion
transport and metabolic changes (e.g. carbon metabolism, the synthesis of compatible
solutes). Under osmotic stress condition characteristic up- and down-regulation of gene
expression can be observed. These transcriptional changes may be regulated directly by stress
conditions or may result from secondary stresses and/or injury responses. A complex series of
yet not clearly clarified signal transduction events lead to changing in gene expression pattern.
One of the signals involved is abscisic acid (ABA).

Increased concentration of charged molecules in the cytosol may change the hydration
sphere of macromolecules and thus affects their conformation or charge interactions.
Compatible osmolytes can important for maintaining the conformation of macromolecules.
Osmolytes were originally thought to function mainly in osmotic adjustment by lowering
cellular osmotic potential to facilitate water absorption and restore intracellular salt
concentrations. Common osmolytes include sugars, polyols and amino acids or their
derivatives. These compounds appear to have little interference in the function of
macromolecules, even at very high concentrations.

Proline is one of the osmoprotective molecules which accumulates in many organisms,
including bacteria, fungi, in vertebrates and plants in response to water stress and salinity.
Genetic studies in prokaryotes demonstrate that proline is an essential compatible osmolyte
because proline overproduction in bacteria confers acquired osmotic stress tolerance. In
response to osmotic stress many higher plants accumulate proline which facilitates a
correction of altered redox potential by replenishment of the NADP" supply. Furthermore
proline is thought to function as free radical scavenger. Proline degradation can serve as
carbon, nitrogen and energy source upon relief from stress. In higher plants proline can be
synthesized either from glutamate or ornithine. The glutamate pathway is the dominant one

under osmotic stress conditions. In the glutamate pathway the bifunctional A-'-pyrroline-5-
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carboxylate synthetase phosphorylates and reduces the glutamate to glutamyl-5-semialdehyde
(GSA) which is spontaneously converted to pyrroline-5-carboxylate (P5C). P5C is reduced to
proline by the pyrroline-5-carboxylate reductase (PSCR). The rate limiting step is the 7y-
glutamyl kinase activity of the PSCS which is feed back regulated by proline. Degradation of
proline takes place via oxydation to P5SC by proline dehydrogenase (PDH) and subsequently
to L-glutamic acid by P5C dehydrogenase. The proline accumulation during osmotic stress is

the result of up-regulation of biosynthetic and down-regulation of degradation processes.

Aim of our study

At the beginning of our work the gene encoding P5CS was unknown in Arabidopsis

thaliana, therefore our goals were:

- Isolation of P5CS gene(s)
- Mapping and sequence analysis of the P5CS gene(s)
- Gene expression study:

- Tissue specificity

- Stress inducibility

- Hormonal regulation

- ,,Crosstalk” with other factors

- Promoter analysis

Results and discussion

Since it was well known that proline accumulation during osmotic stress is very
common plant response in adverse conditions, therefore we examined the effect of different
environmental factors and hormons on proline accumulation in A. thaliana. We pointed out
that 200 mM NaCl-, 200 mM glucose- and 200 mM mannitol-treatments increased the free
proline level and cold treatment had little effect on it. Among hormons only the abscisic acid
could significantly enhance the proline accumulation. In case of NaCl-, mannitol- and ABA-
treatments similar results were reported previously. However, in contrast with previously

published data, in our experimental system, cold (4°C) treatment failed to induce proline
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accumulation. The reasons of the contradictory results are not known. The NaCl- and ABA-
induced proline accumulation could be inhibited by days of dark adaptation. This result
suggest that light plays pivotal role in proline accumulation in response to osmotic stress.

At the beginning of our work the regulation of gene coding for pyrroline-5-
carboxylate synthetase in A. thaliana was unknown. In the frame of cooperation with Dr.
Csaba Koncez’s group in Cologne we could isolate the A¢P5CS! ¢cDNA (EMBL/Genebank
X86777) from seedling derived ¢cDNA library. It was identical with the meantime reported
P5CS gene. Surprisingly, we could isolate a second, partial cDNA (4tP5CS2,
EMBL/Genebank Y09355) from cell suspension culture-derived ¢cDNA library. Dr. Laszlo
Szabados and Dr. Nicolai Strizhov generated full length 4¢tP5CS2 cDNA using the 5’-RACE-
PCR. In comparison with the 4tP5CS! cDNA encoding the P5CS1 enzyme of 717 amino
acids (77.7 kDa) the AtP5CS2 cDNA consisted of 726 codons coding for the P5CS2
isoenzyme (78.8 kDa). The two AtP5CS cDNAs shared on overall identity of 82 %, yielding
an amino acid similarity of 93 % between the two isoenzymes. The 5° and 3’ non-coding
regions of AtP5CS cDNAs displayed only 54 % and 53 % sequence identity, respectively
providing useful gene specific probes. The multiple alignment analysis indicated the existence
of conserved kinase and dehydrogenase domains, putative ATP and NADPH-binding sites,
and leucine-rich region. Furthermore, two amino acid residues implicated in feed-back
inhibition of the Vigna P5CS enzyme by proline are present in both A7P5CS sequences. Both
AtP5CS genes were mapped to yeast artificial chromosome (YAC) clones using gene specific
probes. In the case of AzP5CS/ gene we could refine the previous mapping data (Savouré et
al, 1995): this gene is located at position 78.5 ¢cM of chromosome 2, in close proximity of the
RFLP marker 05841. The position of AtP5CS2 gene and corresponding Y AC-contig was
mapped by Dr. Csaba Koncz, by linkage analysis, using recombinant inbreds. The AtP5CS2
gene was located close to position 101.3 ¢cM of chromosome 3 marked by the RFLP marker
m457. Both AtP5CS genes consist of 20 exon, and the comparison of the exon-intron structure
indicated that the lenghts of their exons are identical except for exon 20.

Northern hybridization with gene specific probes detected significant levels of
AtP5CS1 mRNA in roots, stem, leaves and flowers, as was observed earlier. In comparison,
the levels of 4¢tP5CS2 mRNA were much lower in most plant organs. However, in actively
dividing calli and cell suspension cultures the A#P5CS/ transcript was undetectable, whereas
the AtP5CS2 mRNA represented an abundant transcript. Unknown tissue specific differences
between processing or stability of AzP5CS mRNAs may exist. It can be the reason why it was

94



10. Ph.D. thesis

impossible to isolate ArP5CS2 from seedling derived cDNA library although detectable
amounts of A¢P5CS?2 transcript could be found in most plant organs.

We performed Northern hibridization using the gene specific probes to study the effect
of environmental and hormonal stimuli on transcriptional regulation of both A¢P5CS/ and
AtP5CS2 genes. The three days of dark adaptation decreased the AzP5CS! mRNA level with
40-50 %, but had no effect on AtP5CS2 mRNA level. Both AtP5CS genes were induced by
dehydration, NaCl- and ABA treatment, however the level and kinetics of the induction were
different. Generally, the induction of A¢P5CS/ gene is faster and higher than the induction of
the AtP5CS2 gene. In cell suspension, ABA-induced increasing of both A#P5CS mRNA levels
were observed earlier than in the case of NaCl-treatment which suggests that an early
response mediated by ABA may be required for salt-induction of A7P5CS transcription.

The induction of AtP5CS mRNA synthesis in salt-treated Arabidopsis seedlings
follows roughly an exponential curve. Our data (using Northern hibridization with gene
specific probes) show that the fast linear phase of induction is not inhibited by cycloheximide,
thus probably represents an immediate early response. The inhibition of protein synthesis by
cycloheximide prevents the second, slower phase of salt-induction. The protein synthesis is
probably required for continuous accumulation and maintenance of induced levels of 4tP5CS
mRNAs during salt stress.

NaCl-induced accumulation of A7P5CS mRNAs was monitored in mutant Arabidopsis
lines where the mutations caused ABA-deficiency or ABA-insensitivity. In ABA-deficient
abal-1 mutant, NaCl-treatment failed to induce any increase of A¢P5CS transcript levels,
demonstrating that ABA is absolutely essential as signaling molecule for salt-induced
activation of ArP5CSI and AtP5CS2 genes. Both abil-1 and axr2 mutations reduced the
AtP5CS] transcript levels to about half of the values detected in wild-type control seedlings
following 1 and 6 h of salt induction. A similar effect of abil-1 and axr2 mutations on the
accumulation of A7P5CS2 mRNA was detected only at 6 h. These data show that not only
ABA biosynthesis, but also some steps in ABA (and possibly auxin) signalling, that are
impaired in the abil/-I and axr2 mutants, are implicated in the control of basic level and salt-
induced accumulation of both A¢P5CS transcripts in Arabidopsis.

We have found previously that proline accumulation is inhibited in dark-adapted
plants suggesting that either light signaling, or indirectly a light-dependent metabolic or
hormonal signaling pathway, plays a role in the control of proline metabolism. Analysis of
steady-state transcript levels in light-grown and dark-adapted plants indicated that light is
essential for both basal and induced transcription of A7P5CS], that appears to play a major
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role in controlling proline accumulation. Dark adaptation had less inhibitory effect on
AtP5CS2 gene expression and significantly enhanced PDH expression in shoots, but not in
roots. Whereas ABA and salt stress resulted in similar induction of the P5CS/ gene, the
expression of PDH gene was efficiently inhibited by salt, but to a lesser extent by ABA.
These data suggested that the induction of proline accumulation by ABA and salt stress in
Arabidopsis is modulated by up-regulation of P5CS/ and down-regulation of PDH genes.

We tested the effect of 24-epibrassinolide on the expression pattern of gene coding for
key enzymes in proline metabolism, because it is known that Arabidopsis mutants with
brassinosteroid deficiency show in transcriptional de-repression of certain light-regulated
genes in the dark and enhanced expression of some stress inducible genes in the light. We
determined that the increase of AfP5CS!/ mRNA levels by ABA and NaCl-treatment is
inhibited by 24-epibrassinolide pretreatment in light and in the dark. 24-epibrassinolide had
inhibitory effect on A¢P5CS2 gene only in leaves and had no effect on PDH gene expression.

We have determined the effect of altered ABA and brassinosteroid regulation on the
genes encoding key enzymes involved in proline metabolism. In comparison to wild type, a
1.6-1.8-fold increase of total AzP5CS/ transcript levels was observed in response to ABA and
salt induction in seedlings that carried a mutation in the pleiotropic regulatory locus 1 (pril)
causing hypersensitivity to ABA. A similar moderate increase of P5CS/ mRNA level was
detected in the ABA-treated brassinosteroid deficient der2 mutant. The elevated AtP5CS1
transcription led to enhanced proline accumulation in def2 and pr// mutant plants. As in the
wild type plants, the pretreatment of seedlings with 0.1 uM 24-epi-brassinolide for 3 days
before ABA and salt induction, drastically reduced the P5CS/ transcript levels in the det2 and
prll mutants indicating that these mutations did not alleviate the inhibitory effect of
brassinosteroid. Transcript levels of P5CS2, that showed some increase in the der2 mutant,
were also reduced about 2-fold in brassinolide-treated plants. The hybridization analysis
indicated that brassinolide did not increase, but rather decreased the total amount of PDH
mRNA in wild-type plants and, albeit to less extent, in the pr// and der2 mutants. Subtle
changes in the total amount of PDH mRNA reflected a reduction of PDH transcript levels in
the uninduced pr// and ABA-treated det2 mutants.

To demonstrate that changes observed at the level of transcript accumulation reflected
alterations in transcriptional regulation and not on transcript stability of 4zP5CS genes we
generated transgenic plants carrying the AtP5CS1::GUS and AtP5CS2::GUS reporter gene
constructs. The results of quantitative and histochemical GUS assays confirmed the

previously obtained Northern hybridization results.
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Finally, we can conclude that in contrast to previously reported data the bifunctional
enzyme which catalyzes the rate limiting step of proline biosynthesis is encoded by two genes
with different tissue specific expression and transcriptional regulation in Arabidopsis
thaliana. Morever transcriptional regulations of these A/P5CS genes have major role in

proline accumulation during osmotic stress.
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