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1.Roviditesek jegyzeke

AD (activating domain) a GAL4 transzkripcios fehérje atirast segitd eleme
AM (Arabidopsis medium) ndvényi taptalaj

BD (binding domain) a GAL4 transzkripcios faktor DNS-kot6 eleme
bHLH (basic helix-loop-helix) fehérje elem

CTAB cetil-trimetil-ammonium bromid

CSM  (complete synthetic medium) élesztd taptalaj

DTT ditiotreitol

EDTA etilén-diamin-tetraacetat

FRC (fluence rate curve) egy jelleg fliggése a fényerdsségtol

YEB (yeast beef) Agrobacterium téptalaj

YNB (yeast nitrogen base) ¢leszto taptalaj alkotoeleme

YPAD (yeast pepton adenin dextrose) élesztd taptalaj

LB (Luria — Bertani) baktérium taptalaj

LOV (light/oxygen/voltage) fehérjeelem

MS (Murashige-Skoog)ndvenyi taptalaj

Pfr afitokromok tavoli voros fényt elnyel6 alakja

Pr afitokromok vords fényt elnyeld alakja

pPCV (plant cloning vector) ndvényi binaris (kétgazdas) plazmid
PRC (phase response curve) az ora beallithatosagat az id6 fiiggvényében leird gorbe
SDS (sodium dodecyl sulphate) natrium-dodecil-szulfat

EE evening element

SER-86 86-0s szerin aminosav

Ala alanin aminosav

Asp aszparaginsav aminosav

UV ultraviola sugarzas

BBX (B-box zinc finger) fehérje elem

bZIP (basic leucin zipper) fehérje elem

CCT (CO, CO-like,TOC1) DNS kot6 elem

CORE (CO-responsive elements)



Roviditések jegyzéke

Geének nevei

CCA1 CIRCADIAN CLOCK ASSOCIATED 1

CCR2 COLD CIRCADIAN CLOCK REGULATED 2
CDF1 CYCLING DOF-FACTOR 1

CO CONSTANS

COP1 CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENIC 1
CRY CRYPTOCHROME

DET1 DE-ETIOLATED 1

ELF EARLY FLOWERING

FHY FAR RED ELONGATED HYPOCOTYL

FKF1 FLAVIN-BINDING, KELCH-REPEAT, F-BOX 1
FT FLORAL TRANSITION

GFP GREEN FLUORESCENT PROTEIN

Gl GIGANTEA

LHY LATE ELONGATED HYPOCOTYL

LIP1 LIGHT INSENSITIVE PERIOD 1

LKP2 LOV KELCH PROTEIN 2

LUC szentjanosbogar luciferaz

LUX LUXARRHYTHMO

MYB MYELOBLASTOSIS VIRAL ONCOGENE HOMOLOG
PHY PHYTOCHROME

PIF PHYTOCHROME-INTERACTING FACTOR

PRR PSEUDO RESPONSE REGULATOR

TOC1 TIMING OF CAB 1

YFP YELLOW FLUORESCENT PROTEIN

ZTL ZEITLUPE

DBB1 COP1-DET1-DAMAGED DNA BINDING PROTEIN 1
BOA BROTHER OF LUX ARRYTHMO

REV REVEILLE

LCL5 LHY AND CCAL1-LIKE 5

LNK NIGHT LIGHT -INDUCIBLE AND CLOCK REGULATED GENE 1
LWD LIGHT REGULATED WD

CHE CCAl HIKING EXPEDITION



Roviditések jegyzéke

PRMT5 PROTEIN ARGININE METHYLTRANSFERASE
SKIP  SNW/SKI-INTERACTING-PROTEIN

STIPL1 SPICEOSOMAL TIMEKEEPER LOCUS 1

PHOT1 PHOTOTROPIN

UVR8 UV RESISTANCE LOCUS 8

HY5 ELONGATED HYPOCOTYL 5

TSF TWIN SISTER OF FT

SOC1 SUPRESSOR OF CONSTANS OVEREXPRESSION1
LFY LEAFY

AP1 APETALA

DNF DAY NEUTRAL FLOWERING

FBH FLOWERING BASIC HELIX LOOP HELIX

PFT1 PHYTOCHROME AND FLOWERING TIME 1

MSI1 MULTICOPY SUPRESSOR OF IRA 1

SPA1 SUPRESSOR OF PHYTOCHROME A-105 1

HOS1 HIGH EXPRESSION OF OSMOTICALLY RESPONSIVE GENE 1
PHL PHYTOCHROME-DEPENDENT LATE FLOWERING
CIB1 CRYPTOCHROME-INTERACTING BASIC-HELIX-LOOP-HELIX
TEM1 TEMPRANILLO

SRR1 SENSITIVITY TO RED LIGHT REDUCED 1

FLC FLOWERING LOCUS C

FRI FRIGIDA

SVP SHORT VEGETATIVE PHASE



2.Bevezetés

Az ¢élélények egyik legfontosabb tulajdonsaga, hogy képesek alkalmazkodni a
folyamatosan valtoz6 kornyezethez. Az egyik legjobban prediktalhatd kornyezeti
véltozas a nappalok és éjszakdk ritmikus valtakozdsa. A napszakokhoz vald
alkalmazkodas evolicios elénye hivta életre a bioldgiai 6rékat, amelyek fontos szerepet
jatszanak a kiillonboz6é szintli életfolymatok napszakos, ritmikus szabalyozasaban.
Kuléndsen fontos ez a ndvények esetében, amelyek helyhez kotétt életmédjuk miatt
képtelenek a kedvezétlen koriilményeket helyvaltoztatassal elkerilni. A napi ritmusok
Ordnak és az Altala létrehozott ritmusokat cirkadian ritmusoknak is nevezzik.
Legfontosabb jellemz6jik, hogy ezek a ritmusok &llandd korulmények kozott is
fennmaradnak és hémérsékletkompenzaltak. Am a tokéletes idozités érdekében sziikség
van a biologiai ritmus rendszeres beallitasara, kornyezettel valé szinkronizalasara,
elsésorban a fény és a hémérséklet altal — amelyek a legfontosabb o6rat beallito
kornyezeti tényezok.

A cirkadian ora szabalyz6 funkcioja révén lehetdség nyilik arra, hogy a szervezet elore
jelezze a ciklikusan bekdvetkezd kornyezeti valtozasok iddpontjat, és felkésziiljon
ezekre az életfolyamatainak idében torténé atallitasaval. Arabidopsis thaliana esetén az
Ora a gének kb. 1/3-4t szabalyozza, szamos transzkripciés és poszttranszkripcids
eseményt id6zit a nap egy meghatarozott idépontjara. Ez a folyamat megvaltoztatja az
élolények érzékenységét és/vagy valaszait a nap folyaman érkezd kiilso jelekre,
lehetové téve ezaltal, hogy a megfelelé idoben a megfeleld6 mddon reagaljanak. Ezt
nevezzik cirkadian kapuzasnak.

A ndvények életében a vegetativ allapotbol reproduktiv allapotba valé atkapcsolas igen
jelentds és visszafordithatatlan folyamat, ezért nagyon fontos annak pontos iddzitése. A
novények virdgzasanak ideje szamos kornyezeti tényezotél fligghet. llyen a
hémérséklet, a fény mennyisége és minésége, vagy a nappal hosszisadganak valtozasa.
Ezek kozul a nappal hossziusaganak a valtozasa a legmegbizhatdbb, hiszen ez
rendszeres és megjosolhatd ciklusokban térténik. A fotoperiodizmus magéban foglalja
azokat a biologia folyamatokat, amelyeket a nappal hosszusaganak valtozasa szabalyoz.
A fotoperiodizmus jelensége megtalalhat az &llatokndl is, ahol a nappal hosszusaga
szabalyoz szamos id6szakos aktivitast, mint a téli alom, téli és nyari kiiltakaré valtasa,

vagy a reprodukcids aktivitas.



Bevezetés

A viragzés fényperiddushoz kapcsolodd idozitése szempontjabdl megkiilonboztetiink
hosszu- (ludfti, arpa) és rovidnappalos (rizs, cirok, krizantém), valamint a nappal
hosszlséga szempontjabdl neutralis novényeket (tok, paradicsom, rozsa). Ezekben az
esetekben a virdgzas csak (illetve leginkdbb csak) akkor indul meg, ha a nappalok
kelléen hosszuak illetve kellden rovidek. Pontosabban, a rovidnappalos névények akkor
viragoznak, ha az éjszaka hossza elér egy kritikus szintet, a hossztnappalos novények
pedig akkor, ha egy kritikus szintnél révidebb az éjszaka. Vannak specialis igény(i
novények is. llyen példaul a cukornad egyik fajtaja, amelyik csak akkor viragzik, ha a
megvilagitas id6tartama 12 és 14 Ora kdzé esik. Masok, mint a hibiszkusz viszont csak
ilyen koérulmények kdzott nem virdgoznak, hosszabb vagy révidebb megvilagitas esetén
igen (ambifotoperiédusos ndvények).

Sz&mos modell megsziletett mér, amivel magyardzni probaltdk hogyan jut el a
fotoperiodikus informécié az egyedfejlodési fazisatmenet szabalyozéasaig. Kozuluk a
kiils6 egybeesés (Biinning 1936) modell a leginkabb 0Osszeegyeztetheté genetikai
bizonyitékokkal. A modell szerint cirkadian ritmusa van a fotoperiodikus
fényérzékenységnek is: a nap els6 fele fényre érzéketlen, mig a masodik fele
fényérzékeny idészak. A tavasszal hosszabbodd nappalok miatt a fény egyre inkabb
jelen van a fényérzékeny iddszakban, mely fotoperiodikus valaszokat eredményez.
Ebben a modellben két igen fontos szerepe van a fénynek: az egyik a cirkadian 6ra
beéllitasa, hogy biztositsa a kulcs elemek napi ritmusat, a masik funkcié pedig ezen
elemek aktivitasanak szabalyozdsa. Csak akkor alakulnak ki a valaszok, amikor a
szabalyz6 elemek szintje a fény jelenlétében elér egy kiiszobértéket.

A bels6 koincidencia modell (Pittendrigh 1966) szerint a fénynek csupan egy szerepe
van, az pedig a cirkadian 6ra beéllitdsa. E modell szerint legal&bb két kiilonboz6 belsd
ritmusnak kell azonos fazisba kerilnie egymassal ahhoz, hogy a fotoperiodikus
valaszok létre johessenek.

A nappalok és éjszakédk valtakozdsanak érzékelésében épplgy, mint a cirkadiadn ora
kiils6 kornyezettel vald szinkronizalasaban, fényérzékeny fehérjék vesznek részt,
melyek ezaltal szerepet jatszanak a viragzas optimalis id6zitésében is. Ezek a fehérjék a
voros/tavoli vords fény érzékelésére képes fitokromok (phyA-E), az UV-A és a kék
fény hullamhossz tartomanyaban elnyeld kriptokromok (CRY1 és CRY2), és ZTL
csalad tagjai valamint az UV-B sugarzas érzékelésére képes UVRS receptor.

Munké&nk sordn a phyB fotoreceptor virdgzésban betoltott szerepét vizsgaltuk
Arabidopsis thaliana ndvényben.



3.lrodalmi attekintés

3.1. A cirkadian ritmusok
A cirkadian ritmusok rendelkeznek néhany olyan vonassal, amely megkiilonbozteti ket
az egyéb bioldgiai ritmusoktol (Edmunds 1988).

a, Megkozelitoleg 24 oras periodus
Ciklikusan valtozd korulmények kozott a cirkadian éra periédushossza megegyezik a
kiils6 kornyezet periodushosszaval. Ilyenkor a kiilsé tényezok ritmikus valtozasai
vezérlik az ora oszcillaciojat. Allandd koériilmények kozott, amikor az 6ra ,,szabadon
fut”, kialakul a cirkadian ritmusokra jellemz6 sajat periodushossz, amely csak
kordlbelul lesz 24 h.

b, Bedllithatosag
A cirkadian ritmusok akkor igazan hasznosak az élolények szamara, ha kapcsolatban
allnak a valos idovel. A beallitas az a folyamat, amelynek soran az 6ra 6sszhangba keriil
a kiilso kornyezettel. A legfontosabb bedllito tényezok a fény/sotét, valamint a
hideg/meleg ciklusok valtakozasai, azaz a hémérséklet és a fény.

¢, Allando koriilmények kozétt is fennmaradnak

d, Homérséklet kompenzdcio
A Q10 érték, a biokémiai folyamatok jellemzésére alkalmazott paraméter. Azt mutatja,
hogy hanyszorosara valtozik egy folyamat sebessége, ha a homérsékletet 10 °C-kal
megemeljuk. A biokémiai folyamatok Q10 értéke altaldban 2-2,5. A cirkadian ora
peridodushossza ezzel szemben alig valtozik a hémérséklet emelésével (Q10=0,8-1,2).

Ezt nevezziik hémérséklet kompenzacionak.

3.2. A ndvenyi cirkadian ora felépitése, jellemzese

A cirkadian ritmusok létrehozasaban, felépitésében és fenntartdsdban szerepet jatszo
belsd idoméré mechanizmus a cirkadian ora.

A cirkadian 6ra miikodesének alapja egy endogén, dnfenntartd negativ visszacsatolds,
amelyet pozitivan és negativan haté fehérjék kolcsonds, transzkripcio és transzlacid
szintli szabalyozasa miikodtet. A megkozelitleg 24 oras ritmus fenntartasa érdekében
tobb ponton keésleltetés taldlhato az O6ra rendszerében. Ezek poszt-transzIlacios

mechanizmusok, amelyek az o6ra fehérjék aktivitdsdt, degradaciojat ill.
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Irodalmi attekintés

kompartmentaliz&cidjat szabéalyozzak. llyen peldaul az o6ra fehérjek foszforilacioja,
felhalmozddasat.
A cirkadian ora 3 6 funkcionalis egységre oszthato (1. abra) (Merrow és mtsai 1997,
Johnson és mtsai 1998):

a, bemeneti oldal (input)
Az o6ra beallitasaért felelds rész, amely a szinkronizalo jeleket (fény, homérséklet)
tovabbitja az ora felé.

b, kdzponti oszcillator
Az o6ra szive, amelynek elemei negativ visszacsatolasok révén szabalyozzak énmaguk
és egymas mitkodését.

¢, kimeneti oldal (output)

Magéban foglalja mindazon folyamatokat, amikre az 6ra hatassal van.

KOZPONTI
INPUT OSZCILLATOR OUTPUT
— /\/\
-> @ / )
L= S AN
ORAGENEK, CIRKADIAN-REGULALT
FOTORECEPTOROK  ‘pRii2o el iR

FIZIOLOGIAI FOLYAMATOK

1.abraA cirkadian 6ra vazlatos szerkezete.

Az eukariéta cirkadidn ordk esetében a kozponti oszcillator altalanos mitkédési mechanizmusa egy
Onfenntartd negativ visszacsatolas: a pozitiv faktor (PF) indukélja a negativ faktort (NF) kdodolo gén
atirdsat, a lassan emelkedd mennyiségli NF pedig id6vel gatolja a PF aktivalo hatasat. igy a NF
mennyisége csokkenni kezd, ezzel egy Ujabb ciklus veszi kezdetét. A NF felhalmozodaséat foszforilacio és
azt kovetd degradacio késlelteti (kinaz, +P). Az oszcillator altal generalt ritmikus jel egy tobb agon futd
jelatviteli lancon keresztiil szabalyozza az output elemek ritmikus miikodését. Az oszcillator ritmusénak

fazisat a kornyezeti paraméterek (fény, hdmérséklet) periodikus valtakozasa allitja be (input).

A cirkadian ritmusok jellemzésére hasznalt fogalmak:
Periddus: a gorbe két azonos pontjanak a tavolsaga id6ben (pl: két egymast kovetd
maximum tavolsaga). Ez kb. 24 h a cirkadian ritmusok esetén.
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Irodalmi attekintés

Amplitado: a maximum és a minimum érték killonbségének a fele.

ZT (zeitgeber time): az orat beallitd utolsod szignal ota eltelt id6 orakban kifejezve.
Altaldban ez a jel a fény, igy ZT0 az utolsd s6tét-fény atmenet (hajnal) idépontja.
Szubjektiv nappal/éjszaka: allandd kériilmények kozott az az id6tartam, ami az Orat
beallitd ciklusoknak megfeleléen a bels6 oOra altal jelzett nappal/éjszaka idGszakanak
felel meg.

Fazis: a ritmikus folyamatot leir6 gorbe egy jellegzetes pontjanak (altaldban a

maximum értéknek) a viszonya az id6hoz drakban kifejezve.

m -

ér

h maximum amplitudo i6

periédushossz

e f 8 a

6 : 5 ;

Ki ? |

m : | ;

: | |

n 3 ;

et 5 j
— B

sotét feny ZTO0 ZT2 2ZT12 ZT 26 ZT 50 (h)

2.4bra. Egy cirkadian éra altal szabalyozott folyamat jelleggorbéje.

Az abran egy cirkadian ora altal regulalt gén kifejez6désének mértékét (az adott idépontban a génrol
atirodott mRNS-molekuldk mennyiségét) tiintettik fel az id6 fiiggvényében. A vizsgélat ideje alatt
uralkod6 fényviszonyokat fekete (sotét), ill. fehér (fény) savokkal jeldltiik az id6tengely mentén. Lathato,
hogy a gén kifejez6dése minden nap a fény bekapcsolasa utan kb. 2 éraval éri el maximumat (vagyis a
ritmus fazisa ZT2). A valtakozo sétét/fény koériilmények mellett tapasztalt oszcillacié azutan is folytatodik
kb. 24 6ras periddusokkal, hogy a rendszert a megfigyelés masodik napjanak végétdl allandéd sotétbe
helyeztiik; szemléltetve a cirkadidn ritmusok legmarkansabb diagnosztikai jegyét. (A fogalmak
magyarazatat |. a sz6vegben.)

Biologiai oraval a legtobb ciklikus koriilmények kozott €16 szervezet rendelkezik, a
mikroorganizmusoktol az emberig. Ugyan a cirkadian 6ra mitkodésének tényét elészor
novényekben irtak le (Mairan 1729), mégis igen sok informéciét ismeriink
kékbaktériumok, gombak, ecetmuslica és az egér rendszerébdl. A bakteridlis cirkadian
6ra miikodésének alapja az Orafehérjék ritmikus foszforilacidja. Ezzel szemben az

eukariota szervezetek orajat az oragének/orafehérjék ritmikus kifejez6dése miikodteti.
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Irodalmi attekintés

Bér az oszcillacio kialakitdsanak mechanizmusét tekintve a névényi éra nagyon hasonlit
a muslica, vagy akar az egér cirkadian o6rdjahoz, a ndvényi Oragének/drafehérjék
semmiféle (szerkezeti) hasonldsagot nem mutatnak az Allati  rendszerek
6rakomponenseihez.

Az Arabidopsis thaliana 6ramodellje referenciaként szolgal egyéb novényi Orék

megismeréséhez (Mclung 2013, Staiger és mtsai 2013).

3.2.1. A kdzponti oszcillator felépitése

Transzkripcios szabalyozas:

Reggeli fazisu komponensek (CCA1, LHY)

A CIRCADIAN CLOCK ASSOCIATED 1 (CCAl) és a LATE ELONGATED
HYPOCOTYL (LHY) két rokon MYB-szerii transzkripcios faktor. Fizikailag
kolcsonhatnak egymassal, transzkript és fehérje szintjuk a hajnali 6rdkban a
legmagasabb (Lu és mtsai 2009, Yakir és mtsai 2009). Géatoljak az esti fazisu TIMING
OF CAB EXPRESSION1 (TOC1) mésnéven PSEUDO-RESPONSE REGULATOR 1
(PRR1) kifejez6dését azaltal, hogy kotédnek a TOCL promoter Un. ,.evening element”
(EE) motivumahoz. (Harmer és mtsai 2000, Alabadi és mtsai 2001). Ebben a gatlasban
szerepet jatszik egy ko-represszor komplex (CDD komplex) is: a CONSTITUTIVE
PHOTOMORPHOGENIC 10 (COP10), a DE-ETIOLATED1 (DET1) - a
fotomorfogenezis kulcsfontossagu represszora - és a COP1-DET1-DAMAGED DNA
BINDING PROTEIN 1 (DBB1) egyiittese (Lau és mtsai 2011). A CCAl és LHY a
TOC1 mellett szdmos egyéb esti gén gatlasdban szerepet jatszik a DET1 fehérje
kozremiikodésével. Ezek a : GIGANTEA (GI), LUX ARRHYTHMO (LUX), BROTHER
OF LUX ARRHYTHMO (BOA vagy NOX), EARLY FLOWERING 3 (ELF3) és EARLY
FLOWERING 4 (ELF4) (Dai és mtsai 2011, Lu és mtsai 2012, Nagel és Kay 2012). A
CCAl és LHY nem csak negativ, hanem pozitiv szabalyozasban is részt vesz:
aktivatorai a PSEUDO RESPONSE REGULATOR 7 és 9 elemeknek.

Nappali fazisi komponensek
A TOC1/PRR1 fehérje tagja a PSEUDO-RESPONSE REGULATOR (PRR) csaladnak,
amelynek tagjai a nap folyaman egymas utan sorban mutatnak kifejez6dési maximumot:

reggel a PRR9, majd a PRR7, PRR5 és a sort a TOC1 zérja, amelynek alkonyat
13
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kornyékén van az expresszios cslcsa (Farre és Liu 2013). A TOC1, PRR5, PRR7 és
PRR9 gatoljdk a CCAL és LHY kifejez6dését a nap folyaman a TOPLESS/TOPLESS
RELATED csaléad fehérjéivel egylittmiikddve (Nakamichi és mtsai 2010, Wang és mtsai
2013). Ezen kivil represszorai a REVEILLE8 (REV8) masnéven LHY AND CCAl-
LIKE 5 (LCL5) fehérjének, ami indukalja a PRR5 és TOC1 gének expressziojat
(Nakamichi és mtsai 2012, Rawat és mtsai 2011, Farinas és Mas 2011). A nappal
kozepén mutatnak kifejez0dési maximumot egy cirkadian ora altal szabalyozott és fény
indukalt kis géncsaldd fehérjéi, a NIGHT LIGHT-INDUCIBLE AND CLOCK
REGULATED GENE 1 és 2 (LNK1 és LNK2). Szerepik van a PRR5 és ELF4 pozitiv
szabalyozasaban (Rugnone és mtsai 2013). A LIGHT-REGULATED WD1 (LWD1) és
LWD?2 szintén pozitivan szabalyozzak a PRR9, PRR7, és PRR5 kifejez6dését (Wang és
mtsai 2011).

Esti fazisu komponensek

A CCA1 HIKING EXPEDITION (CHE) a TOC1 fehérjével kdlcsonhatva segit gatolni
a CCAl kifejez6dését (Pruneda-Paz és mtsai 2009). A LUX - egy Myb-szeri
transzkripciés faktor-, az ELF3 és az ELF4 mind este mutatnak expresszios
maximumot, kdlcsénhatasuk révén alakul ki az un. ,,evening complex”. Ezt a komplexet
a CCAL és LHY negativan szabalyozza, mig maga a komplex gatolja a PRR1, PRRS5,
PRR7 és PRR9 kifejez6dését, ezaltal enyhiti ezek gatlo hatasat a CCAL és LHYgének
tekintetében (Dixon és mtsai 2011, Herrero és mtsai 2012, Nusinow és mtsai 2011).

A TOC1 szabalyozasaban emlitett, a promoterben talélhaté ,,evening element” (EE) a
cirkadian 6ra esszencialis szabalyzé eleme. Az éra komponensek vagy kapcsolodnak az
EE-hez és szabalyozzak az adott gén transzkripciojat (a CCAL és LHY negativan, az
RVE4, RVE6 és RVES pozitivan) (Nagel és Kay 2012, Rawat és mtsai 2011, Hsu és
mtsai 2013, Huang és mtsai 2012), vagy szabalyozottak mas orafehérjék altal a
prométereikben talalhatd EE-n keresztiil (PRR5, PRR9, TOC1, LUX, ELF4 és Gl)
(Nagel és Kay 2012, Rawat és mtsai 2011, Hsu és mtsai 2013).

Ez az 6ra komponensek kdzotti reciprok szabalyozas biztositja az 6ragének rendezett
expressziojat, amely azalapjat képezi egy komplex, 6sszekapcsolodd és oszcillalo

genetikai haldzatnak.
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Poszttranszkripcios szabalyozas:

Ide tartozik a szdmos oOragént érintd alternativ splicing folyamata. A PROTEIN
ARGININE METHYLTRANSFERASE 5 (PRMT5) szabélyozza a PRR9 alternativ
splicingjat, feltételezhetéen a splicing faktorok metilaciojan keresztul (Hong és mtsai
2010, Sanchez és mtsai 2010). A splicoszdma komponens SNW/SKI-INTERACTING
PROTEIN (SKIP) szintén szdmos 6éragén mRNS érési folyamataban jatszik szerepet.
Ahogy a SPLICEOSOMAL TIMEKEEPER LOCUS1 (STIPL1) is, amely a

splicoszomak szétszerelésében fontos fehérje (Baudry és mtsai 2010).

Poszttranszlacios szabalyozas:

Szamos 6ra komponensrdl ismeretes, hogy a mas fehérjékkel torténd kolcsonhatasuk
elengedhetetlen ahhoz, hogy szabalyzé funkcidjukat betdltsék. Ilyen a maér emlitett
CCALl és LHY kolcsonhatasa a DET1 fehérjével, hogy negativan szabdlyozzanak esti
fazisu elemeket. Ehhez hasonlé a PRR9, PRR7 és PRR5 kolcsonhatasa a TOPLESS
fehérjével, hogy gatoljak a CCAL és LHY expressziot.

A fehérje —fehérje kolcsonhatasokon tal fontos szerepe van az dra miikodésében egyes
orafehérjék szabalyozott degradacidjanak. Ennek kulcs fehérjéje a ndvenyekben a
ZEITLUPE (ZTL).

A ZTL egyutt két homoldg fehérjével- FLAVIN BINDING KELCH REPEAT F-BOX
(FKF1) és LOV KELCH PROTEIN 2 (LKP2) — a TOC1 és PRR5 ¢ra elemekkel
kdlcsonhatva proteoszémas degradécidra itélik azokat (Baudry és mtsai 2010, Mas és
mtsai 2003). A PRRS5 szintén koélcsdnhat a TOC1 fehérjével, fokozza annak sejtmagi
(Wang és mtsai 2010).

A GI fényfiiggd (kék) modon interakcioba 1ép a ZTL fehérjével, ezaltal stabilizalja azt,
mig a ZTL is szabdlyozza a Gl stabilitasit a citoplazméban, valamint a sejtmag és
citoplazma kozotti megoszlasat is (Kim és mtsai 2013). A CONSTITUTIVE
PHOTOMORPHOGENIC 1 (COP1) és ELF3 proteinek kdlcsonhatasa a GI fehérjével
stabilitdsira egyéb poszttranszlaciés modositasok is hatassal vannak, amelyek kozil
legismertebb a foszforilacio. Megfigyelhetd, hogy a degradaciot megelézéen megné a

foszforilacié mértéke valamennyi PRR fehérje esetében (Fujiwara és mtsai 2008).
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3. abra. Az Arabidopsis cirkadian éra vazlatos modellje
Az ovélis elemek az 6ra komponenseket, a négyszogek pedig jarulékos elemeket jelélnek. Nyil jelzi az
aktivaciot, a tompa végl nyillal pedig a repressziot &brazoltuk. Az &sszekapcsolt ovélisok vagy

négyszdgek fehérje — fehérje kdlcsdnhatast mutatnak. (Johansson és Staiger 2014)

3.2.2. A bemeneti oldal elemei

A cirkadian ora tokéletes miikodéséhez azonos fazisban kell lennie a valds idével. A
szabadon futd cirkadian ritmusok periddusa nem pontosan 24 h, ezért a szétcsiszas
elkeriilése érdekében az 6rat naponta hozza kell allitani a kiils6 id6hoz.

A kozponti oszcillator kornyezettel vald szinkronizacidja a bemeneti oldal elemein
keresztlll valosul meg. Ezek érzékelik a kornyezetbdl érkezé jeleket, melyek koziil a
fény és a homérséklet a ket legfontosabb beallitd tényez6. A fény szamos moddon
hatassal van az oOra elemeire (transzkripcio, mMRNS és protein stabilitas), néhany o6ra
komponens pedig szerepet jatszik a fény input szabalyoz&saban (Fankhauser és mtsai
2002). A fény érzékelését fotoreceptorok végzik, melyekrdl az informacid a jelatviteli
haldzaton keresztul jut el a cirkadian 6réig.

A fotoreceptor fehérjék a fényt a hozzajuk kapcsolt jellegzetes festékmolekuldk
segitségevel nyelik el. Ezen molekulak fényelnyelés altal kivaltott szerkezetvaltozasa a
fotoreceptorok atalakulasat is eredményezi, ami elinditja a jelatvitelt. Az elnyelt fény
hullamhossza alapjan a fotoreceptorokat a kovetkez6 csoportokba sorolhatjuk:

1. A voros/tavoli voros fényt érzékeld fitokromok (Liu és Sharrock 2013, Franklin és

Quail 2009, Clack és mtsai 2009, Kevei és mtsai 2007)
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2. Az UV-A és kék tartomanyban elnyeld kriptokromok, fototropinok és a ZTL—csalad
tagjai (Ahmad és Cashmore 1993, Liu és mtsai 2011, Christie és mtsai 2014, Liu és
mtsai 2011, Takase és mtsai 2011)

3. Az UV-B érzékel molekulak (Feher és mtsai 2011)

A fitokromok specialis, 125 kDa molekulatomegti, hisztidin kindz-szerli fényérzékeld
fehérjék, amelyekhez tetrapirrol természetli fitokromobilin festékmolekula kotédik
kovalensen (kromofér). A festékmolekula fényelnyelési tulajdonsagainak készonhetéen
a fitokromoknak két alakjuk van: a voros fényt (Amax=660 nm) elnyelé inaktiv (Pr)
forma, ill. a tavoli vords fényt (Amax=730 nm) elnyel6 aktiv forma (Pfr). A bioldgiailag
aktiv forma lehet jelatviteli utak kiinduldpontja. A fitokromok a sejtben Pr forméban
képzddnek, majd vords fény elnyelésekor alakulnak at Pfr forméaba. Ez a forma tavoli
voros fény elnyelése altal alakul vissza Pr allapotba, amely atalakulas idével magatol is
megtorténik fénytol fiiggetleniil (sOtét reverzio).

Fontos megemliteni a munkank szempontjab6ol, hogy a phyB Ser-86 aminosav
foszforilacidja hatassal van a phyB Pfr forméjanak a sotét reverzidjara. Ennek az
aminosavnak a cseréje Ala (nem foszforilal6dd — phyB[S86A]) vagy Asp (folyamatos
foszforilaltsagot imitalé — phyB[S86D]) aminosavra jelentdsen megvaltoztatta a phyB
sOtét reverzidjat, igy a voros fény indukalt jelatvitelt is. A fotoreceptor fényelnyelési és
fotokonverzids tulajdonsdgai nem valtoztak a mutacidval. A foszfomuténsok fenotipusa
olyan kérulmények kozott kifejezettebb, ahol a phyB Pfr formaja viszonylag alacsony
mennyiségben van jelen. llyen az alacsony intenzitasu voros fény (alacsony Pr—Pfr
fotokonverzids rata) valamint az arnyék esete (magas Pfr —Pr fotokonverzids rata). A
phyB[S86D] foszfomutans folyamatos foszforilaltsagot utanzo allapota sokkal
gyorsabb, mig a phyB[S86A] esetében pedig a foszforilacié hianya sokkal lassabb
reverziot okoz, ami végso soron az aktiv Pfr forma alacsony, ill. magas szintjéhez vezet
(Medzihradszky és mtsai 2013).

Ismeretesek olyan phyB mutaciok is, amelyek konstitutiv modon valtoztatjak meg a
Pr/Pfr formék aranyat. A phyB(Tyr276His) egy folyamatosan aktiv valtozata a phyB
fotoreceptornak, allandéan Pfr formaban van, fuggetlenll a fényviszonyoktol. (Su és
Lagarias 2007). A phyB(Cys357Thr) egy kromofor kotésére (igy fény elnyelésre)
képtelen mutans, amely mindig Pr allapotu-figgetlentl a fényviszonyoktol (Clack és
mtsai 2009).
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A fitokromok sotétben a citoplazméaban helyezkednek el, fény hatésara a sejtmagba
vandorolnak, ahol transzkripcios faktorok segitségével fényfiiggd gének kifejezddését
szabalyozzak (Kevei és mtsai 2007). A fitokromokat Arabidopsisban 5 gén kodolja:
PHYA,-B,-C,-D és -E. Miukodésiik alapjan két csoportba sorolhatok. Az 1. tipusha
tartozik a phyA, amelynek jellemzdje, hogy a Pfr forma igen instabil fehérje, fényben
gyorsan lebomlik. Szerepe igy féleg a csirdzas meginditdsaban és nagyon gyenge
fényben a z6ldilés szabalyozasaban van. A Il. tipusba tartozik az 6sszes tobbi fitokrom
(phyB-E). Ezek stabilabb fehérjék, szerepiik foleg a zoldiilés folyamatanak, a szar
megnyulasanak, az arnyékkerilés és a viragzas szabalyozasaban van. A fitokromok
funkciojukat dimer formaban toltik be. Mig a phyA csak homodimereket képez, addig a
Il tipusa fitokromok homo-és heterodimerek képzésére is képesek (Liu és Sharrock
2013).

A kriptokrémok voltak az elsé molekularisan is azonositott névényi kék fény receptorok
(Ahmad és Cashmore 1993). Arabidopsisban harom gén kddolja a kriptokromokat:
CRY1, CRY2 és CRY3. A CRY1 és 2 elsgsorban a sejtmagban talalhato. Kék fény
hatéasara a festékkoto elem szerkezetvaltozasa kdvetkeztében a molekula foszforilalodik
(Liu és mtsai 2011). Mig a CRY?2 foszforilalodas utdn ubikvitinalodik és lebomlik,
addig a CRY1 fehérje szintje nem valtozik. gy a CRY2 fehérjének gyenge, a CRY1 —
nek inkabb erdsebb fényben fontosabb a szerepe.

A CRY1 és 2 fotoreceptor szerepet jatszik a novényi novekedés és fejlodés szamos
pontjan (a zoldllés kék fény altali szabalyozasa, a viragzas fotoperiodikus szabalyozasa,
a cirkadian ora bedllitdsa, gyokérndvekedés, apikalis dominancia, arnyékelker(lés,
bakterialis és viralis patogénekre adott valasz).

A CRY3 a mitokondriumban és a kloroplasztiszban is taladlhato. DNS javitdé és
fényérzékeld aktivitassal egyarant rendelkezé DNS fotoliaz (Liu és mtsai 2011).

A fototropinok fény aktivalt szerin/treonin kinazok, melyek kék fény hatéséara
autofoszforilalédnak. Arabidopsisban 2 fototropin talalhat: PHOT1 és PHOT2. Ezek
szamos fényvalaszt szabalyoznak, amelyeknek a fotoszintézis hatékonysaganak
optimalizaldsaban és a sejtmegnyllds gyenge fényben torténd indukcidjaban van
szerepiik. Mindkettd fototropin a plazmamembran intracellularis oldalahoz kapcsolodik.
C terminalis végiikon talalhatd a szerin/treonin kinaz elem, az N termindlis részen pedig
két specialis LOV (,,light, oxygen or voltage”) elem. A LOV1 és LOV2 domén szerepe

a kromofér kotése és a kék fény érzékelése (Liu és mtsai 2011).
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A fototropinokon kiviil szamos egyéb LOV doménnel rendelkez6 fotoreceptor talalhatd
Arabidopsishan. A ZTL csalad tagjai (ZTL, FKF1, LKP2) fontos szerepet jatszanak a
cirkadian oOra szabalyozasaban részt vevd fehérjék stabilitisanak és fényfliggd
(Takase és mtsai 2011). A fehérjék N terminalis részén talalhaté a LOV domén, majd
egy F-box elem és végiil a C terminalis részen 6 kelch ismétlddés. Az F-box elemhez
egy E3 ubikvitin ligaz kapcsolodik, mely lebontasra jeloli ki a célfehérjéket az
ubikvitin-proteoszoma rendszer segitségével. A kelch ismétlddések fehérje—fehérje
kapcsolatok altal kotik a lebontandd fehérjéket, de szerepet jatszanak a ZTL csalad
egyes tagjai kdzotti heterodimerizécioban is.

A cirkadian dra beallito jelként képes érzékelni a nem kérosité hatasu UV-B fényt is
(Fehér és mtsai 2011). A folyamatban szerepet jatszik az UV RESISTANCE LOCUS 8
(UVR8) UV-B fotoreceptor és a COP1 fehérje is. Az UVR8 a ndvenyekben
homodimerként el6forduld fehérje, mely az UV-B fényt specifikus helyzetii triptofan
aminosavakon keresztul érzékeli, és ellentétben a fitokromokkal vagy kriptokrémokkal,
jellegzetes kromofort nem kot (Rizzini és mtsai 2011). A receptor UV-B fény hatésara
gyorsan monomerizalddik és a sejtmagba vandorol, ahol kdlcsonhat a COP1 fehérjével,
és kozvetlenil vagy koOzvetve szabédlyozza az UV-B indukalt gének kifejez6dését
(Favory és mtsai 2009). llyen példaul az ELONGATED HYPOCOTYL 5 (HY5),
amelynek promoter régidjahoz kapcsolodik az UVR8 (Cloix és Jenkins 2008). A
cirkadian 6ra periédusa UV-B hataséra intenzitastol fiiggé modon rovidiil, akarcsak
lathato fény esetén. A meghatarozott idében adott UV-B pulzusokkal a cirkadian ora
fazisa megvaltoztathat6 a szubjektiv éjszaka folyaman. Az 6ra UV-B éltali beéllitasa az
Oragének transzkripcids aktivalasan keresztil torténik. A cirkadian 6ra maga is
visszahat az UV-B fénnyel indukalt génekre az an. kapuzési mechanizmus segitségével
(Fehér és mtsai 2011).
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4. dbra. Az Arabidopsis thaliana fotoreceptorai
A tavoli voros és vords fény elnyeléséért a fitokrdmok (phyA-E) felelések, melyek igy fontos szerepet

jatszanak a csirdzas, a zoldilés, a virdgzas indukcio, arnyék-elkeriilés folyamataban. A kék fény
elnyelésében a kriptokrémok (CRY1-2), fototropinok (PHOT1-2), valamint a ZTL csalad tagjai (ZTL,
FKF1, LKP2) vesznek részt, amelyek a novényi fejlédés szamos pontjan jatszanak szerepet. Az UV-B

érzékelésére képes UVRS8 fontos szerepet tolt be a fotomorfogenezisben és a flavonoid-bioszintézisben.

Szamos Kkutatdst végeztek annak érdekében, hogy felderitsék a fotoreceptorok és a
cirkadian o6ra kozponti eleme kozotti kapcsolatokat. Fényaktivaciot kovetden a
fitokromok a sejtmagba vandorolnak, ahol ugynevezett sejtmagi testeket formalnak.
Ezek pontos funkcidja még nem ismert, de valdszinil, hogy multiprotein komplexek,
melyekben a fitokrémok kdélcsonhatnak transzkripcids faktorokkal és egyéb szabalyzo

hogy iranyitsdk fényindukalt gének expressziojat. Az elsé ilyen

fehérjékkel,
kolcsonhaté fehérje, amit azonositottak a PHYTOCHROME [INTERACTING
FACTOR 3 (PIF3). A PIF3 egy bHLH (basic helix-loop-helix) transzkripcios faktor

csaldd tagja. A PIF-ek szabalyozzdk szamos olyan gén transzkripciojat, amelyek a fény
megjelenését kdvetden 1 oran beliil indukdlodnak, valamint negativan szabalyozzak a

phyB mennyiségét folyamatos vords fényben. Mivel a PIF3 és PIF5 hianya nem érinti
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az ora beallithatosagat, valoszinii, hogy nem a PIF-ek a terminalis elemei a fitokromok
altal az dra felé kozvetitett vords féeny bemenetnek (Castillon és mtsai 2007).

A COP1 egy maésik szabalyzé fehérje, amelyik kolcsonhat a fitokromokkal a
sejtmagban. Sotétben, mint E3 ubikvitin ligz a fény jelatviteloen kdzponti szerepet
jatszd transzkripcios faktorok degradaciojat kezdeményezi, és ez altal represszélja a
fényregulalt géneket. A nappal soran a fitokromok gatoljak a COP1 mikodését, amely
lehetévé teszi transzkripeios faktorok sejtmagi felhalmozodasat és a fényindukalt gének
transzkripcidjat (pl.: LHY, CCA1)(Ma és mtsai 2002). Akék fénnyel aktivalt CRY1 is
képes kolcsonhatni a COP1 fehérjével, ezéltal gatolni annak funkciéjat (Wang és mtsai
2001, Li and Yang 2007).

Néhany eredmény mar azt is bizonyitotta, hogy a kék és vords fény receptorok kozott
funkcionalis és fizikai kdlcsonhatas van. A CRY1 -fényaktivalt allapotatol flggetlendl -
szilkséges a phyA altali voros fény jelatvitelhez (Devlin és Kay 2000). Mig a CRY2
teljes funkcidjahoz a phyB fényaktivalt formaja (Pfr) esszenciélis (Mas és mtsai 2000).
A FAR-RED IMPAIRED RESPONSE 1 (FAR1l), a FAR-RED ELONGATED
HYPOCOTYL 3 (FHY3) és a HY5 transzkripcios faktorok fontos pozitiv szerepet
jatszanak szamos fényindukalt gén transzkripcidjanak szabalyozéasaban. Kimutattak,
hogy ezek a faktorok képesek kotédni az ELF4 gén promoterének kiilonbozo

szakaszaihoz, ami szilkséges az ELF4 fényindukalt kifejez6déséhez (Li és mtsai 2011).

3.2.3. A kimeneti oldal elemei

Szamos élettani és ndvekedési folyamat mutat napi ritmust, amelyek gyakran a
cirkadian 6ra szabalyozédsa alatt allnak - ahogy az Arabidopsis génjeinek kb.
egyharmada (Nozue és mtsai 2007). A kimeneti oldal elemei kozé tartozik mindaz,
amire az oszcillator hatast gyakorol. Ide tartoznak az 6ra altal szabalyozott gének,
biokémiai és fiziologiai folyamatok. Ilyen folyamat példaul az elsodleges
metabolizmus, a fotoszintézis, a ndvekedés szabalyozasa, hormonalis szabalyozas,
tdpanyagfelvétel, virdgzas indukciod. A cirkadian ora biztositja, hogy ezek a folyamatok
a maximalis hatékonysag érdekében a legoptimalisabb napszakban, vagy a
fotoperiodikus viragzas esetében az év legmegfelelobb iddszakara legyenek iddzitve.
Példaként emliteném a hipokotil megnyulas szabalyozésat, melyet a cirkadidn o6ra és
szamos kiilsé szignal egyarant befolydsol (Nozue és mtsai 2007). A PIF4 és PIF5 6ra
regulalt transzkripcios faktorok, ugy azonositottak ¢ket, mint az Arabidopsis thaliana

hipokotil ndvekedésének kulcs fontossagu elemei. Az ,,evening complex” (LUX, ELF3
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és ELF4) az esti 6rakban gétolja a PIF4 és PIF5 transzkripcitjét, azaltal hogy a LUX
fehérje hozzakapcsolodik a prométeriikhoz. PIF4 és PIF5 hidnyéaban lassul a hipokotil
megnyUlas a kora esti 6rdkban, de az éjszaka folyaman, ahogy gyenglil a gatl6 hatas és
emelkedik a PIF4/PIF5 szintje, a hipokotil elongacié megindul. AphyB elésegiti a PIF4
és PIF5 degradacidjat vords fényben, mig a magas szachar6z koncentracio stabilizalja a
PIF5 fehérjét (Nusinow és mtsai 2011, Lu és mtsai 2013). Mindezen hatésok
eredményeképpen a PIF4 és PIF5 fehérjék szintje (igy a megnyulas sebessége is) az
éjszaka legvégén éri el maximumat. Ez azért hasznos, mert a megnyulashoz vizre van
sziikség, ami leginkabb a hajnali 6érakban elérhet6 és az alacsonyabb hémérséklet miatt

leginkabb hasznosithato.

3.3. A viragzas szabalyozasa Arabidopsisban

A novények jelentds fiziologiai valtozdson mennek keresztiil, mikor a vegetativ
novekedésbdl reproduktiv fejlodésre, viragképzésre véltanak. Ez a valtds kilonbozo
kiils6 és bels6 jelekre adott véalaszok eredménye. Négy genetikailag meghatérozott
Utvonalat azonositottak, amelyek szerepet jatszanak a virdgzas szabalyozésiban
(Srikanth és Schmid 2011).

3.3.1. Fotoperiodikus utvonal

Sok novény esetén a nappalok hossziisaga (fotoperiodus) meghatarozza a viragzasi idot,
ezaltal id6zitve azt az év legmegfelelébb id6szakara. Az Arabidopsis fakultativ hosszd
nappalos névény, igy a nappalok hosszabbodasa indukélja a virdgzasat, am fakultativ
jellege miatt, hosszabb id6 elteltével azért rovid nappalon is viragzik. A cirkadian ora és
a fényjelatvitel elemeinek egylittmitkodése szabalyozza a CONSTANS (CO) aktivitasat,
mely fehérje a fotoperiodikus viragzas kulcs eleme a levélben. A CO tagja egy BBX (B-
Box Zinc-Finger) transzkripcids faktor csaladnak. Az N terminalis részén egy B1 és B2
fehérje interakcios elem, a C terminalis részén pedig egy un. CCT (CO, CO-like, TOC1)
DNS-kot6 elem talalhatd (Johansson és Staiger 2014). A CO aktivalja a FLOWERING
LOCUS T (FT) és a sokkal alacsonyabb szinten kifejez6d6 TWIN SISTER OF FT (TSF)
expresszigjat a levélben (Samach és mtsai 2000, Yamaguchi és mtsai 2005). Az FT
(mint florigén) a levélbél a floémen keresztil az apikalis merisztéméba vandorol
(Corbesier és mtsai 2007, Mathieu és mtasi 2007). Az FT fehérje a merisztéméaban
komplexet formél az FD és FD PARALOGUE bZIP (basic leucin zipper) transzkripcios
faktorokkal és aktivaljak a viragzasi szignalokat integralo6 SUPRESSOR OF CONSTANS
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OVEREXPRESSION1 (SOC1) gént és, kdzvetlenil illetve SOC1-en keresztill kdzvetve,
az APETALA1 (AP1) és LEAFY (LFY) virdg merisztéma azonossagi géneket. Majd az
AP1 és a LFY kivaltjak a virag szerveinek identitasat meghataroz6 homeotikus gének

kifejez6dését, ami a reproduktiv modosult hajtas, a virag, kifejlodéséhez vezet.

3.3.1.1.A CO transzkripci6 szabalyozasa

Nem induktiv, azaz viragzast nem indukal6 révid nappalos korilmények kozott a CO
MRNS cirkadian oszcillaciot mutat, és ZT 8 es ZT 10 kdz6tt van maximuma, am a CO
fehérje lebomlik sotétben, igy nincs felhalmozddas. A CYCLING DOF FACTOR
(CDF) fehérje gatolja a CO transzkripciét reggel, azéltal, hogy a CO promdterben
talalhatd CTTT elemhez képes kotddni. A CTTT elem része a CO promoterben
megtalalhatd 7 bazisparos CTTTACA ismétlédésnek, mely ismétlodések szama
Osszefiigg a viragzasi idével (Imaizumi és mtsai 2005, Fornara és mtsai 2009).

A CDF1 és CDF2 szabalyozasaban a fényfiiggd modon kialakuldé GI és FKF1
komplexnek jelentds szerepe van. Rovid nappalon a GI (ZT 7) és az FKF1 (ZT10) az
éjszaka folyaman mutat expresszids maximumot, nincs koztuk kdlcsonhatés, igy a CDF
fehérje aktiv marad. Hosszu nappalon, a Gl és FKF1 szinkronba keril, a kifejezédési
maximumuk ZT13 korll van. Kék fény hatasara komplexet képeznek, amely stabilizélja
az FKF1 fehérjét, majd a komplex proteoszoma degradaciora jeldli ki a CDF1 és CDF2
fehérjéket. Ezéltal a gatlas aldl felszabadul6 CO ZT12-16 koril mutat expresszios
maximumot, igy a fényben felhalmozd6dé és stabilizaléddé CO fehérje aktivalja az FT
transzkripcidjat és viragzast indukal (Sawa és mtsai 2007).

Az utoébbi években UGjabb elemek szerepére derllt fény a CO expresszidjaval
kapcsolatban. Az ELF4 éjszaka korlatozza CO promoter hozzaférhetéségét a GI
szamara, azaltal, hogy a Gl fehérjét elkiloniti (Kim és mtsai 2013). A DAY NEUTRAL
FLOWERING (DNF) csokkenti a COszintet ZT4 és ZT6 kozott, rovid nappalos
koralmények kozott. EQy membran kotott E3 ligazt kodol, amelynek célfehérjéi még
ismeretlenek (Morris és mtsai 2013). A CO transzkripcios aktivatoraként mitkodnek a
FLOWERING BHLH (basic helix loop helix) FBH1-4 fehérjék. Az FBH1 képes a CO
promoteréhez kotddni végig a nap folyaman (Ito és mtsai 2012).

A PHYTOCHROME AND FLOWERING TIME (PFT1), a transzkripcios faktorokat az
RNS polimeraz Il-vel dsszekapcsolé mediator komplex MED25 alegysége, indukélja a

CO kifejezddését, valamint az FT CO fliggetlen expresszidjat (Inigo és mtsai 2011).
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3.3.1.2. A CO fehérje szintjének szab4lyozéasa
Rovid nappalos korilmények kozott a COP1 és a SUPPRESSOR OF
PHYTOCHROME A-105 1 (SPA1) komplex lebontésra jeldli ki a CO fehérjét az

éjszaka folyaméan, megakadalyozva ezzel a felhalmoz6dasat. A nappal soran pedig az

aktivalt phyB jeldli meg degradéciora a CO fehérjét egy eddig még ismeretlen ubikvitin
ligdz segitsegével. Ugyanebben az idészakban egy masik E3 ubikvitin ligaz, a HIGH
EXPRESSION OF OSMOTICALLY RESPONSIVE GENE1 (HOS1) kapcsolodik a
CO fehérjéhez, és destabilizalja azt (Jang és mtsai 2008, Valverde és mtsai 2004,
Lazaro és mtsai 2012).

Hossz( nappalon, a fényaktivalt kriptokrémok csokkentik a COP1-SPA1 komplex
aktivitasat. A CRY1 képes kotédni a SPAL C termindlis részéhez, megakadalyozva
ezzel, hogy a SPA1 a COP1 fehérjéhez k6tddjon, ami a COP1 funkcid gatlasat okozza.
A CRY2 a SPAl1 N terminélis részéhez kapcsolodik, erdsiti a SPA1-COP1
kolcsonhatast, am gatolja a 1étrejott komplex mitkodését (Lian és mtsai 2011, Liu és
mtsai 2011, Zuo és mtsai 2011).

A kriptokromokon kivil a phyA is hozzajarul a CO fehérje stabilizalasdhoz (Valverde
és mtsai 2004).

A nappal mésodik felében az FKF1 kapcsolodik a CO fehérjéhez és stabilizélja azt kék
fény hatasara (Song és mtsai 2012).

A PHYTOCHROME-DEPENDENT LATE FLOWERING (PHL) képes roviditeni a
viragzasi id6t azaltal, hogy vorés fény-fiiggd modon kolcsonhat a phyB és CO
fehérjével, ezaltal ellensulyozva a phyB gatlé hatasat (Endo és mtsai 2013).

A CO transzkripcids és poszttranszlacids szabalyozasanak egyes lépései példaként
szolgalhatnak a belsé és kiilsé koincidencia modell elméletekre is. Az egyik a Gl és
FKF1 bels6 ritmusanak az 6sszehangolasa, a masik az FKF1 aktivitasanak szabalyozasa
kék fény-fiigg6 modon, valamint a COP1/SPAl aktivitds szabalyozdsa a
kriptokromokon keresztill a CO oszcillacidjanak maximuman, mely lehetévé teszi a CO

fehérje felhalmozddéasat.

3.3.1.3. Az FT transzkripci6 szabalyozasa

Sz&dmos fehérje jol szervezett rendszerben szabalyozza az FT transzkripci¢jat. A CO
fehérje egyik legfontosabb feladata az FT expresszidjanak az indukcidja, hasonlo
logikat kovet a kifejez6désiik idbzitése is. A CO képes kotédni az FT promoter

régidjaban talalhaté kétan. ,,CO-responsive elements” (CORES) részhez, és indukalni
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az FT gén atirasat (Tiwari és mtsai 2010). A NUCLEAR FACTOR Y (NF-Y) komplex
képes fokozni az FT CO Aaltali aktivécidjat, azéaltal, hogy a CO kodlcsonhatasba 1ép a NF-
YB és NF-YC alegységekkel (Kumimoto és mtsai 2008, Wenkel és mtsai 2006). A CDF
fehérjék nemcsak aCO expresszio fontos represszorai, hanem az FT promoteréhez is
képesek kapcsolodni és gatolni annak transzkripcidjat a reggel soran. A Gl és az FKF1
szintén képesek kozvetlenil az FT promoteréhez kapcsolddni, ahonnan az FKF1
eltavolitja a CDF1 fehérjét, ezaltal indukalja az FT expresszidjat (Song és mtsai 2012,
Sawa és Kay 2011). Ezen kivil a CRYPTOCHROME-INTERACTING BASIC-
HELIX-LOOP-HELIX1 (CIB1) a CRY2 fehérjével koélcsonhatva aktivalodik és igy
pozitivan indukalja az FT expressziot (Liu és mtsai 2008). A TEMPRANILLO (TEM1)
és TEM2 transzkripcios represszorok versengenek a CO fehérjével, hogy az FT
promoteréhez kotédjenek. A TEM1 és TEM2 koélcsonhat a Gl fehérjével, amely
szerepet jatszik az FT represszorok stabilitdsanak szabalyozdsaban. A TEM1 és TEM2
expresszigjat indukalja a SENSITIVITY TO RED LIGHT REDUCED1 (SRR1) fehérje,
amelyet a voros feny jelatvitelben és a cirkadian dra szabalyozaséban bet6ltott szerepe
alapjan azonositottak. Az SRR1 géatolja a viragzast nem induktiv kdrulmények kozott,
azaltal hogy az FT represszorok expresszidjat kdzvetlenil indukalja. Ilyen represszor a
CDF1 és a viragzés legfontosabb negativ szabalyz6ja a FLOWERING LOCUS C (FLC)
is. Az SRR1 befolyasolja a viragzast mind fotoperiodusfiiggdé és fliggetlen mddon
(Sawa és Kay 2011, Castillejo és Pelaz 2008, Johansson és Staiger 2014, Staiger és
mtsai 2003). Ezen kivil az ASSYMMETRIC LEAVES 1 (ASl) is képes az FT
prométerhez kapcsolodni és kdlcsonhatni a CO fehérjével, hogy aktivalja az FT
expresszidjat (Song és mtsai 2012). A SALT TOLERANT (STO) a cirkadian ora
szabalyozasa alatt all, és aktivalja az FT expressziojat, azaltal, hogy verseng az FLC-vel
(Li és mtsai 2014).

3.3.1.4. Az FT fehérje funkcidja

Sz&mos kutatas bemutatta méar, hogy az FT fehérje az a mobil jel, a florigén, amely

tulajdonképpen a viragzas fotoperiodikus szabalyozasi Gtjanak a kimeneti eleme. Az FT
egy kicsi globularis fehérje, mely a hancsrész mentén a levélbdl a hajtas apikalis
merisztéméba vandorol induktiv korilmények kozoétt. A merisztéméban az FT
komplexet formal az FD ,,bZIP — basic leucin zipper” transzkripcids faktorral. Majd a
komplex kozvetve/kdzvetlenil aktivdlja a virdgzasi szigndl integrator illetve
virdgmerisztéma azonossagi géneket, mint a SUPPRESSOR OF CONSTANS 1
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(SOC1), az APETALA 1 (AP1), és a LEAFY (LFY) (Corbesier és mtsai 2007, Abe és
mtsai 2005).

v
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5. abra. A CO és FT fotoperiodikus szabalyozésa hosszi nappalon

Legfelil a COmMRNS, kozépen a CO fehérje ritmikus felhalmozddasa, alul pedig az FT kifejez6dési
mintazata lathato. A gatlé elemek a jobb, a pozitiv szabalyzék pedig a baloldalon talalhatok. Az id6 ZT
(zeitgeber) id6. A CO kifejez6dését pozitivan szabalyozza a MSI1 és az FBH1-4, a CDF és DNF fehérjék
pedig gatoljak a transzkripcidjat. A CO fehérje felhalmozddasat segitik az FKF1 és PHL fehérjék, a
SPA1-COP1 komplex, phyB és a HOS1 pedig gatoljak. Az FT transzkripciojat aktivaljak a CO, NF-YB,
NF-YC, AS1, CIB1 és a STO faktorok, mig a TEM1 és TEMZ2, a CDFés az SMZ faktorok represszaljak.
A nyilak végének a pozicidja utal arra, hogy mikor fejtik ki hatasukat a kiilonb6zé elemek. A nyil

aktivaciot, a tompa végii formaja pedig repressziot jelez.(Johansson és Staiger 2014)

3.3.2. Vernalizacios utvonal

A fény ¢és a fotoperiodus mellett a hémérséklet is fontos tényezd a virdgzas
szabalyozasaban. A vernalizacié a génexpresszio epigenetikai megvaltozasaval jar.
Ezek olyan véltozasok, amelyek a DNS szekvenciat nem, de a transzkripcids aktivitast
érintik, mely aztan 6roklddhet az utddsejtekbe. A valtozas stabil, a hideghatds utan is
megmarad. A FRIGIDA (FRI) és a FLOWERING LOCUS C (FLC) fehérjéknek van a
legjelentGsebb szerepe a vernalizacié soran. A FRI pozitivan szabalyozza az FLC

expressziojat, mely a viragzas egyik jelent6s represszora. Az FLC egy MADS box

26



Irodalmi attekintés

fehérjét kodol, mely kozvetlenul gatolja virdgzas gének expresszigjat, mint a SOC1 és
az FT. Az FLC transzkripciojat a tartdés hidegkezelés hatdsara bekovetkezd hiszton-
metil&cid, mint epigenetikus modosités, hatékonyan gatolja. Egy mésik fontos gatld
fehérje a SHORT VEGETATIVE PHASE (SVP), mely szintén gatolja a SOC1 és FT
expresszidjat FLC-fiigg6 modon (Michaels és Amasino 1999, Geraldo és mtsai 2009,
Hartmann és mtsai 2000, Lee és mtsai 2007).

3.3.3. Gibberellin Gtvonal

Ez az Gtvonal olyan hormonalis szabalyozasi lancokat takar, amelyek altaldban a SOC1
és a LFY kifejez6dését befolyasoljak.

A gibberellin Utvonal stressz-indukalt, illetve nem induktiv révid nappalos korilmények
kdzott torténd viragzas esetén jatszik fontos szerepet. Meg kell emliteni a GAMYB -
MYB transzkripcios faktorok - szerepét, amelyek gibberellinsav hatdsara aktivalodnak,
és pozitivan szabalyozzak a LFY expressziot. A DELLA fehérjék gatoljdk a GAMYB
faktorok ezen funkcidjat. A gibberellin szamos Utvonalon keresztll serkenti a SOC1
expresszigjat azaltal, hogy elésegiti a SOC1-et induk&ld gének Kkifejezédését,
ugyanakkor represszal olyan viragzast gatlo faktorokat, mint az SVP.

A ndvényi stressz hormon - az etilén- késlelteti a viragzast a LFY és a SOC1 gétlasa
altal DELLA-fiiggé modon (Li és mtsai 2008, Blazquez és Weigel 2000, Achard és
mtsai 2004).

3.3.4. Autoném utvonal

Minden az ebben az Utvonalban szerepet jatszo gén a merisztémaban fejezodik ki, és az
FLC gatlasan keresztiil kbzvetetten fejti ki hatasat a virdgzas szabalyozésara. llyenkor a
novény belsé fejlodési tényezdkre valaszol, ilyen példaul egy adott levélszam elérése

(Simpson 2004).
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4. Célkituzések

Mar régota ismert tény, hogy a phyB fotoreceptor tultermelése (hasonléan a phyB
hidnymutanshoz) korai virdgzast eredményez, kilénodsen rovid nappalos kortilmények
kozott (Bagnall és mtsai 1995). Ez teljesen ellentétben all a phyB fotoreceptor jol
meghatarozott, a viragzas szabalyozasaban betoltott szerepével.

A munkank els6dleges ¢és legfontosabb célja az volt, hogy megprobaljuk megtalalni a
magyarazatot erre a paradox helyzetre, azéltal, hogy felderitjik a molekularis

mechanizmust mely a phyB fotoreceptort tultermel6 novények korai viragzasat okozza.

Ennek érdekében az alabbi fobb vizsgalati pontokat terveztiik:

1. Vajon a cirkadian oOra és az Ora altal szabalyzott gének expresszidjanak a fazis
véltozasa okozza-¢ a phyB tultermel6 névények korai viragzasat?

2. Milyen jelatviteli lancon keresztl érvényesil a phyB taltermelés korai virdgzast
induk&lé hatdsa? Milyen mddon és mértékben érintett a CO/FT Utvonal ebben a
folyamatban?

3. Milyen szerepet jatszik a phyB Ser-86 foszforilacidja a cirkadian o6ra

beéllitdsaban és a viragzas fotoperiodikus indukcidjaban?
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5. Anyagok és modszerek

5.1. Kisérleti anyagok és él6lények

5.1.1. T4poldatok, taptalajok, antibiotikumok

Bakterialis taptalajok

LB (Luria-Bertani Medium) (pH=7.0): 1% (w/v) tripton (Reanal), 0.5% (w/v) élesztd
kivonat (Reanal), 1% (w/v) NaCl (Reanal); taptalajhoz: 1.5% (w/v) agar (Reanal)

YEB (pH=7.0): 0.5% (w/v) beef extract (Difco), 0.1% (w/v) élesztd kivonat, 0.5% (w/v)
Bacto®-pepton (Difco), 0.5% (w/v) szahar6z (Reanal), 2mM MgSO, (csiramentesre
sziirve, autoklavozas utan hozzaadva; Sigma); taptalajhoz: 1.5% (w/v) Bacto®-agar
(Difco)

Eleszt6 taptalajok

YPAD (pH=7.0) 1% (w/v) éleszté kivonat, 2% (w/v) Bacto®-pepton, 2% (w/v) gliikéz,
0.01% (w/v) adenin hemiszulfat (Sigma); taptalajhoz: 1.5% Bacto®-agar

CSM (Complete Supplement Mixture) (pH=7.0): 2% (w/v) glukoz, 0.67% (w/v) yeast
nitrogen base w/o amino acids (Difco), 0.64 g/l Leu™/Trp~ CSM (Qbiogene) vagy
0.63g/l Ade~/Leu/Trp~ CSM (Qbiogene); taptalajhoz: 1.5% (w/v) Bacto®-agar
Noveényi taptalajok

MS3 (Murashige-Skoog Medium)(pH=5.6): 4.3 g/l MS por (Sigma), 3% (w/v)
szahardz, 1% (w/v) agar (Difco)

AM (Arabidopsis Medium) (pH=5.6): 2.16 g/l MS por, 1% (w/v) szahardz, 0.2% (w/v)
phytagel (Sigma)
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Munkdank soran az alabbi antibiotikumokat hasznaltuk, melyeket csiramentesre sziirve

az autoklavozott (121°C, 25 perc) és 60°C-ra hiitott tApoldatba, ill. taptalajba kevertiink.

Faj Antibiotikum Végkoncentracio

Ampicillin (Amp) 100 pg/ml
Escherichia Kanamicin (Km) 50 pg/ml
coli Tetraciklin (Tet) 100 pg/ml

Kloramfenikol (Cm) 170 pg/ml

Karbenicillin (Cb) 100 pg/ml

Agrobacterium

. Kanamicin (Km) 50 pg/ml
tumefaciens
Rifampicin (Rif) 25 pg/ml
Higromicin (Hyg) 15 pg/ml
Arabidopsis
) Klaforan (Cf)* 200 pg/ml
thaliana
BASTA®** 20 000x

1. Tablazat. Az alkalmazott antibiotikumok listaja

* A klaforant nem vélogatasra hasznaltuk AM és MS
taptalajokban, hanem azért, hogy csokkentsiik a baktériumok altali
fert6zodes esélyét.

** A BASTA® nem antibiotikum, hanem gyomirt6. Az AgrEvo
(Bad Soden, Németorszdg) cég altal forgalmazott oldatot

csiramentesre sziirve a fenti higitasban hasznaltuk AM taptalajban.

5.1.2. Plazmidok leirasa

Baktérium plazmidok

A génépitéshez altalaban pBluescript® 11 KS/SK plazmidot (Stratagene) hasznaltunk,
vagy egybol a célplazmidban raktuk 0ssze a géndarabokat.

Eleszté kéthibrid plazmidok

Az éleszt6 kéthibrid kisérletekben a vizsgalandd fehérjék kodold részeit pGADT7 és
pGBKT7 (Clontech) kétgazdas plazmidokba klénoztuk. A pGADT7 segitségével a

baktériumbol szdrmazé GALA4 transzkripcios fehérje atirast serkentd eleméhez (AD)
fazionalt fehérjéket tudunk magas szinten kifejeztetni élesztdben. A pGBKT7
alkalmazasaval viszont a GAL4 DNS-kot6 eleméhez (BD) épithetjiik a fehérjéket. Az
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¢lesztésejten belil a GAL4 két eleme miikodéképes transzkripcids fehérjévé képes
osszedllni, ha a két darabhoz fuzionalt fehérjék kdlcsonhatnak (Chien és mtsai 1991). A
pGADT?7 a plazmidon kddolt LEU2 gén segitségével a leucin tapanyagfiiggdséget, mig
a pGBKT7 TRP1 génje révén a triptofan-fiiggéséget hidalja at. A két plazmid egydittes
jelenlétét a sejtekben ezért leucin- és triptofanhidnyos (L"W~) téptalajon tudjuk
biztositani.

Novényi plazmidok

A ludfii genetikai atalakitasara hasznalt pPCV (Plant Cloning Vector) plazmidot Dr.
Koncz Csaba csoportja fejlesztette ki. Ennek BASTA®-ellenallésagot biztosito
valtozatat (pPCVB) Dr. Szekeres Miklos készitette el. Ezek a plazmidok az
Agrobacterium tumefaciens Ti-plazmidjan alapulnak. A jobb és bal oldali hatarelemek
kozotti DNS szakaszt (T-DNS) az Agrobacterium képes atjuttatni ndvényi sejtekbe,
ahol azok véletlenszeriien beépiilnek a névény génallomanyaba. A pPCV plazmidok T-
DNS-ének egyik része olyan elemeket tartalmaz, amelyek lehetévé teszik a plazmid
szaporodasat Escherichia coli sejtekben (ORlcoes masolasi  kezdépont és az
ampicillin/karbenicillin ellendllésagot okozd B-laktamaz gén), mig a masik részena
plazmidot hordozé ndvények valogatasat lehetévé tevd, a higromicin ellenallosagért
felelds neomicin-foszfotranszferaz gént (pPCVH), vagy a BASTA® ellenélldsagért
felelés foszfinotricin-acetiltranszferdz gént (pPCVB) helyezték el. A plazmid T-DNS
részébe beépitettek egy, a génépitést megkodnnyitd, egyedi restrikcidos endonukleaz

hasitohelyeket hordozd szakaszt is.

5.1.3 Baktériumok

A molekuléris klonozés sordn az Escherichia coli XL-1 Blue tdrzsét hasznaltuk
(Stratagene). A ndvénybe juttatandd plazmidokat el6szor Escherichia coli S17-1
torzsébe vittik be. Ez a torzs képes a plazmidot atadni az Agrobacterium tumefaciens
GV3101 (pPMIORK) (Rif) torzsének , amely azutdn a novénybe viszi be a
hatarelemek kozotti idegen DNS-t (T-DNS).

5.1.4 Eleszt

Az ¢élesztd kéthibrid vizsgalatokhoz a Saccharomyces cerevisiae Y190 torzset

hasznaltuk.
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5.1.5. Novények

Minden a kisérleteinkben hasznalt vad tipusu, muténs ill. transzgenikus ndvény
Columbia (Col) 6kotipust Arabidopsis thaliana.

A phyB-9, co-9 és ft-10 mutans vonalak leirasa megtalalhato a kovetkezd cikkekben:
Reed és mtsai 1994, Balasubramanian és mtsai 2006, Yoo és mtsai 2005.

A Medzihradszky és munkatarsai altal 2013-ban megjelentetett publik&cioban talalhatd
a vad tipust [WT], a Ser86Ala [S86A] és a Ser86Asp [S86D] mutans phyB-t GFP vagy
YFP fluoreszcens fuzids fehérjeként tiltermeld transzgenikus vonalak leirasa.

A CCA1:LUC és GI:LUC riporter géneket Col és phyB-9 hattérben kifejezé vonalakat
egy korabbi munkank soran allitottuk el (Palagyi és mtsai 2010). A phyB-9 hétterti
novényekbdl keresztezéssel juttattuk at a CCAL:LUC és GI:LUC transzgéneket a
taltermeld vonalainkba.

A QuickChange Lightning Site-Directed Mutagenezis Kit (Agilent) leirasanak
megfelelden allitottuk eld a Tyr276His (Y276H) és Cys357Thr (C357T) aminosav
cseréket a teljes hosszisagi PHYB cDNS-en. A mutidns cDNS-t a pPCVB binéris
vektorba klonoztuk Xbal-Smal hasitohelyekre, a karfiol mozaik virus 35S promotere és
a YFP gén kozé. Majd a konstrukcidkat phyB-9 ndvényekbe transzformaltuk. A
homozigéta T3 vonalak kozil kivalasztottuk azokat, amelyek mind expresszios szintben
mind a fotomorfogenikus tulajdonsagaikban 6sszehasonlithatdak a phyB taltermeld

vonalainkkal.

5.2. Molekuléris bioldgiai mdédszerek

5.2.1 Riportergén konstrukciok készitése

A restrikcids endonukledz emésztéseket és egyéb DNS modositd kezeléseket a gyartd
(Fermentas) altal szallitott pufferekben és kortilmények kozott végeztik, majd a
termékeket agar6z gélen (Seakem® LE, Cambrex), elektroforézissel vélasztottuk el, a
megfelel6 DNS darabokat a gélbdl kivagva fenolozéssal tisztitottuk. A darabok
Osszevarrasat a T4 DNS lig4z gyartdjanak (Fermentas) Utmutatésai alapjan végeztik. Az
Osszevarrt DNS-eket Inoue modszere (Inoue és mtsai 1990) szerint el6készitett XL-1
Blue sejtekbe egy gyors és hatékony maodszerrel (Pope és Kent 1996) juttattuk be. A
plazmidot hordozo baktériumsejtek kivalogatasat a megfeleld antibiotikumot tartalmazo

LB lemezeken 37 °C-on 16 6ran at végeztik. A plazmidokat Escherichia coli sejtekb6l
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a hagyomanyos lugos feltaras modositott valtozataval tisztitottuk (Ahn és mtsai 2000),

amelyeket azutan restrikcios enzimekkel ellendriztiink.

5.2.2. Agrobacterium konjugéacio

Az elkészilt binaris plazmid vektort E. coli S17-1 toérzsbe transzformaltuk, majd 2 ml-
es, ampicillinnel kiegészitett LB folyadékkultirdban 16 &rdn &t novesztettik.
Agrobacterium tumefaciens GV3101 torzsébdl YEB tapoldatban, 24 6ra alatt szintén
friss folyadékkultarat neveltink. A két baktérium szuszpenziob6l 1-1 ml-t
Osszekevertink és YEB taplemezen egyltt ndvesztettiik. 24 6ra utan a névekedésnek
indult baktériumtenyészetbdl kis mennyiséget rifampicin, karbenicillin és kanamicin
tartalmi YEB lemezre szélesztettiink, majd a felndvekvé rezisztens Agrobacterium —
telepeket legaldbb 3 alkalommal passzaltuk. Az E. coli-t6l megtisztitott

Agrobacteriumot hasznaltuk Arabidopsis virdg-infiltracids transzformalésra.

5.2.3. Novényi DNS eléallitisa klonozashoz, keresztezések sikerességének
ellenérzéséhez
Korlbeltl 1 cm? feliiletii levelet folyékony nitrogénben lefagyasztottunk, majd 1.5 ml-
es centrifugacsében elporitottunk. A mintara 500ul 60°C-ra elomelegitett 2xCTAB
puffert (2% (w/v) CTAB, 100mM Tris:HCI pH=8.0, 20mM EDTA pH=8.0, 1.4 M
NaCl, 1% (w/v) PVP 40, 0.5% p-merkaptoetanol) mértink ra, majd tobbszor
Osszerdzva a csOvet, 30 percig 65°C-on tartottuk. 5 percnyi Ulepités utdn a
tormelékmentes feliiluszot Uj csObe szivtuk at és azonos térfogati kloroformmal raztuk
Ossze. A vizes és a szerves fazist 5 perc centrifugalassal valasztottuk szét. A felso vizes
fazisbol a nukleinsavakat 0.75 térfogatnyi 2-propanollal szobahémérsékleten 10 perc
alatt csaptuk ki, majd 10 perces centrifugalassal Ulepitettiik. A csapadékot 70%-0s
etanollal mostuk, vakumszivattyGval megszaritottuk és 100ul csiramentes TE pufferben
(10mM Tris:HCI pH=7.5, ImM EDTA) feloldottuk. A mintat 10 pg RNaz-A enzimmel
kezeltuk 37°C-on 1 6ran at, majd fenol-kloroform (1:1) elegyével réaztuk Ossze.
Centrifugélas utan a vizes fazist kloroformmal is tisztitottuk, majd a vizes fazisbdl a
DNS-t 0.2 térfogatnyi 3 M natrium-acetdt pH=5.2 és 0.75 térfogatnyi 2-propanol
hozzaadasaval szobahémérsékleten 10 perc alatt csaptuk ki. Centrifugalasos iilepités és
70%-o0s etanollal torténd mosas utan a csapadékot megszaritottuk és 100pl csiramentes

TE-ben oldottuk fel. A mintabdl 1-2pl-t hasznéltunk egy PCR-hez.
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5.2.4. Sokmintas PCR

A PCR-eket 15pl-es térfogatban végeztilk, 96 helyes PCR lemezekben (ABgene). A
lemezeket Gjrahasznéalhatdo gumifedével zartuk le (Applied Biosystems). A PCR reakcio
Osszetétele a co-9 mutansok ellenérzéséhez: Green Dream Taq puffer (Thermo
Scientific), 2U Dream Taq DNS polimeraz (Thermo Scientific), 0.25mM dNTP mix,
0.2 mM primerkeverék, desztillalt viz. Az ft-10 mutans ellen6rzéséhez: Taq puffer with
(NH4)2SO,4 (Thermo Scientific), 2mM MgCl,, 2U hazi készitésii Tag DNS polimeraz,
0.25mM dNTP mix, 0.2 mM primerkeverék, desztillalt viz. A phyb-9 mutécio
ellenérzése 2 1épésben tortént. Eldszor egy PCR reakcid, majd egy azt kovetd
restrikcios enzimatikus hasitassal kilonitettik el a vad tipusu ill. mutans format. A PCR
reakcio Osszetétele: Dream Taq puffer (Thermo Scientific), 2U Dream Taq DNS
polimeraz (Thermo Scientific), 0.25mM dNTP mix, 0.2 mM primerkeverék, desztillalt
viz. Az emésztés soran a mintakat kiegészitettiik 20 pl térfogatra: 2ul 10x Taql puffer,
2ul szacharbz—krezolvords keverék, és 3U Tagl restrikcids enzim és desztillalt viz. Az
emésztést egy éjszakan keresztll 65°C-on végeztuk.

Mindh&rom esetben 3ul DNS mintat adtunk a PCR reakcidelegyhez. Ezutidn 95 °C-ra
felfiitott PCR gépbe helyeztiik 6ket és elinditottuk a hémérsékleti programot, amely
altalaban a kovetkezé volt: 95 °C 2 perc, 40x(95 °C 1 perc, 55 °C 1 perc, 72 °C 2 perc),
72 °C 7 perc, 4 °C . Kivétel a phyb-9 esete, ahol 40x(95 °C 1 perc, 60 °C 1 perc, 72
°C 2 perc), 72 °C 7 perc, 4 °C . Miutan elkésziltek - a co-9 és ft-10 esetén a PCR
reakcio utan, a phyb-9 esetén a restrikcids enzimatikus hasitas utan - 0.5xTBE puffert
és 3-4% agarozt (SeaKem™ LE, Cambrex) tartalmazd gélen vélasztottuk el a PCR
termékeket.

PCR primerek szekvencidja:

PhyB-9 dCAPS F GCA ATG TAG CTA GTG GAG ATG AGG CTT CG

PhyB-9 dCAPSR2 CAA CAA AAT AAT CAA ATA CCC GCG AAT TGG

ft -10 wt primerpar:

ftLP  GGTGGAGAAGACCTCAGGAAC

ftRP  TTTTGGGAGACAAATTGATGC

ft-10 mut primerpar:

ft RP TTTTGGGAGACAAATTGATGC

08409 ATATTGACCATCATACTCATTGC
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c0-9 wt primerpar:

coLP AAGCTGTTGTGACACATGCTG
coRP CCCCTTCTTTCAGATACCAGC
c0-9 mut primerpar:

coRP CCCCTTCTTTCAGATACCAGC
LB3S TTCATAACCAATCTCGATACAC

5.2.5. Novényi RNS izolalésa

Ossz-RNS-t ~100 mg, folyékony nitrogénben poritott névényi anyagbol a Qiagen
RNeasy® Plant Mini Kit-jével tisztitottuk (oszlopon trtén RNaz-mentes DN&z
kezeléssel kiegészitve) a gyarto leirdsa alapjan. A kapott RNS mennyisegét és
mindségét a minta 260 és 280 nm-en mért fényelnyelésébdl hataroztuk meg.

A mintaszedés eldtt a ndvényeket 10 napig neveltiik a meghatarozott koriilmények

kozott (rovid vagy hosszu nappal) MS3 taptalajon.

5.2.6. mMRNS szint meghatirozas valés ideji PCR segitségével

A kisérletekben meghatarozott id6pontonként leszedett teljes csirandvényeket
tartalmazé mintakbol 0ssz-RNS-t izolaltunk. 1pg RNS-b6l ¢cDNS-t készitettink a
Thermo Scientific altal gyartott RevertAid™ First-Strand c¢cDNA Synthesis Kit
felhasznalasaval, random hexamer primereket haszndlva a gyartd Utmutatasainak
megfeleléen. A termékeket RNaz-mentes vizzel otszorosére higitottuk. A GI, CO és a
FT mRNS szintjét valés idében mért PCR-rel ABI PRISM® 7300 (Applied Biosystems)
gépen, POWER SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) alkalmazasaval
15pl térfogatban hataroztuk meg. Egy reakciohoz 1.5 pl higitott cDNS templatot
hasznaltunk.

A mRNS szinteket az an. ,,Standard Curve” moddszerrel hataroztuk meg. Ehhez a
phyB[S86A] novények kiilonb6z6 idopontokban szedett, de egy teljes napot (rovid
nappal) lefed6 cDNS mintaibol egy keveréket képeztiink, amelyet 1-, 10-, 100-, 1000-
szeresre higitottunk. Ezekben a standard mintdkban az egyes gén-specifikus primerek
alkalmazasaval meghataroztuk az adott amplifikdcios kuszobértékhez tartozo ciklus-
szamokat. A kapott értékekre egyenest illesztettiink, amelynek meghataroztuk a
segédvaltozoit. Az ismeretlen mintdkban az mRNS szinteket enneck a hitelesité

egyenesnek a segitsegével szamitottuk ki. A kapott értékeket a mintdk TUB2/3 mRNS-
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szintjére vonatkoztattuk. Minden mintat haromszor mértiink meg. A sokszorozdshoz
hasznalt primerek az alabbiak voltak, amelyeket 0.3 uM toménységben alkalmaztunk:
GI RT-PCR F: 5-AATTCAGCACGCGCCTATTG-3’

Gl RT-PCR R: 5-GTTGCTTCTGCTGCAGGAACTT-3’

CO RT-PCR F: 5-ATATCAAATATGGCTCCTCAGG-3’

CO RT-PCRR: 5-GGATGAAATGTATGCGTTATGG-3’

FT RT-PCR F: 5-TATCTCCATTGGTTGGTGACTG-3’

FT RT-PCR R: 5-GGGACTTGGATTTTCGTAACAC-3’

TUB2/3RT-1F: 5-CCAGCTTTGGTGATTTGAAC -3’

TUB2/3RT-1R: 5’-CAAGCTTTCGGAGGTCAGAG -3’

A PCR kortlmeényei az aldbbiak voltak: 94°C 2.5 perc, 40x(95°C 15 mp, 60°C 1 perc),
95°C 15 mp, 60°C 1 perc, 95°C 15 mp, 60°C 15 mp.

Minden kisérletlinkben ugyanazt a standard ¢cDNS sort hasznaltuk, igy a kiilonb6z6

abrakon Osszevethetdk egymassal az expresszios szintek.

5.2.7. Novényi dsszfehérje tisztitasa

50-100 mg novényi anyagot folyékony nitrogénben lefagyasztottunk és 2 ml-es csében
porra 6roltiik. Az elporitott mintara 200p1/100 mg 95 C-ra elémelegitett feltaro puffert
mértiink (4 M urea, 5% (w/v) SDS, 5% (w/v) B-merkaptoetanol, 16.66% glicerin). A
mintakat tovabb 6roltiik addig, amig nagyobb darabokat mar nem lattunk az oldatban,
majd 95°C-os termosztatba helyeztiik 6ket 3 percre. Idonként erételjesen Osszeraztuk a
csoveket. A tormeléket ezutan centrifugalassal tlepitettiik 20 percig. A tiszta fellliszot

1j csovekbe mértiik at. Az igy elkészitett mintak azonnal felvihet6k poliakrilamid gélre.

5.2.8. Fehérjeszint meghatdrozas Western blot modszerrel

Mintanként 20ug Osszfehérjét futtattunk meg 7%-0s SDS-poliakrilamid gélen
Tris/glicin/SDS futattd pufferben. A kifuttatott gélb6l 2x15 percen keresztul transzfer
pufferrel (12mM Tris-HCI pH=8.3, 96mM glicin, 20% (w/v) metanol) mostuk ki az
SDS és urea maradvanyokat. A gélbdl az elvalasztott fehérjéket elektroblot késziilékkel
(Bio-Rad; 80V,2h) atvittiik Immobilon®-P PVDF (polivinilidén-difluorid) miianyag
membréan (Millipore). Az atvitel utan a lapot TBST pufferrel (20mM Tris-HCI pH=7.5,
150mM NaCl, 0.05% (w/v) Tween® 20) &blitettiik 4t. A szabadon maradt kotShelyeket
blokkolé pufferrel (5% (w/v) sovany tejpor, 1% (w/v) TBST pufferben) semlegesitettiik

4°C-on egy éjszakdn at. Ezutdn a membrant GFP elleni els6dleges ellenanyaggal
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(Clontech, Living Colors A.v. Monoclonal Antibody JL-8, 2000-szeres higitasban)
mostuk. Az ellenanyagot blokkold pufferben 1,5 6rén keresztll hagytuk a membranon,
majd 3x5 perc TBST pufferben torténd mosassal tavolitottuk el rola a felesleges
ellenanyag maradvanyokat. Ezutan blokkolé pufferben 5000-szeresre higitott, torma
peroxidaz kapcsoltegér-1gG elleni méasodlagos ellenanyagot (Thermo Scientific) adtunk
hozza, és igy tartottuk szobahémérsékleten 1 oraig. Ezt kovetden 3x15 percig TBST
pufferben mostuk. A felesleges folyadék leitatasa utan a membrant rovid ideig Millipore
Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate Peroxidaz és Luminol
reagensének 1:1 ardny(d oldatdban aztattuk, majd CCD kamerdval detektaltuk a

kemilumineszcens jeleket.
5.3. Elesztén alkalmazott eljarasok

5.3.1. Fehérjék kolcsonhatasanak vizsgalata éleszté kéthibrid modszerrel

Az éleszt6 kéthibrid vizsgalatokhoz a Saccharomyces cerevisiae Y190 torzset
hasznaltuk. Az idegen DNS felvételére képes sejtek eldallitasat, a DNS bejuttatasat, a
kéthibrid sziirést, és egyéb ¢lesztével kapcsolatos miiveleteket a Methods in Molecular
Biology (John Walker, Humana Press, 2006) sorozat kéthibrid rendszerekrél sz6l6
kotetében leirtak szerint végeztik. Az éleszté sejtek tartalmaztak a Gal4 DNS koto
elemével (BD) fuzionalt SPAL fehérjét illetve a Gal4 transzkripciét aktivalo eleméhez
épitett phyB (WT vagy S86A vagy S86D) faziés fehérjéket. A sejteket
felszuszpendaltuk 100ul steril desztillalt vizben (3-10 telepet tipusonként). 10 ul
szuszpezidt kicseppentettink CSM-Leu-Trp élesztds taptalajra, ami még tartalmazott
20 uM PCB-t, ami cianobaktérium kromofor és szikséges in vitro korilmények kozott
a fitokromok megfelelé miikddéséhez. A lemezeket megszaritottuk és a sejteket 26°C-
on, sdtétben 2 napig novesztettiik. Ezt kovetden 3 féle kezelést kaptak a lemezek: a, 30
Ora sotétben b, 24 o6ra sotét 10 perc voros kezelés, majd 6 6ra sotét , c, 24 éra sotét majd
6 6ra voros kezelés (20 pmol/m%s). Végil a sejteket sotétben (zold lampa alatt)
leszedtiik a lemezrél 1 ml jéghideg Z-pufferbe, centrifugaltuk (5000 x g, 1 min), majd
felszuszpendaltuk 200 ul Z-pufferben és lefagyasztottuk -80°C-on. Ezt kévetden ONPG

elemzést végeztiink rajta (Sheerin és mtsai 2015).

5.3.2. B-galaktozidaz enzimmiikddés mérése
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Az éleszték B-galaktozidaz aktivitds méréséhez Z-pufferben lefagyasztott mintakat
hasznaltuk és az ONPG (orto-nitrophenyl-B-galactoside) elemzést a Clontech élesztd

kéthibrid kézikdnyv alapjan végeztik (Sheerin és mtsai 2015).

5.4. Novényeken alkalmazott eljarasok

5.4.1. Novények elokészitése és nevelése

Feliiletkezeléshez a ludfii magjait legalabb 3 napig desztillalt vizben 4 °C-on, sotétben
duzzasztottuk, majd 10 percig 30%-0s Domestos oldatban &ztattuk. Ezutan csiramentes
desztillalt vizzel 6tszor atmostuk. Az igy fellletkezelt magokat AM ill. MS3 lemezekre
szelesztettlik es &ltaldban 22°C-on, 12 6ra fény/12 ora sotét korilmenyek kozott

neveltiik Oket.

5.4.2. Transzformélt novények létrehozésa

Az Agrobacterium Aaltal hordozott idegen DNS ndvényekbe juttatdsara a
viragmartogatasos modszert alkalmaztuk (Clough és Bent 1998). A felnevelt
novényekr6l magot gyijtottiink, amelyekbdl a megfelelé gyomirtoval (BASTA), vagy
klaforannal és higromicinnel kiegészitett MS3 vagy AM téaptalajon csiramentes
korilmények kozott kivalogattuk a rezisztens egyedeket (T1 nemzedék). Ezeket a
megfeleld erésségli gyokérzet kialakulasa utan (10-12 nap) foldbe ultettik és az
iiveghazban felneveltiik. Altaldban 20-30 fiiggetlen T1 vonalat A&llitottunk eld.

Vizsgélatainkat a T3 nemzedék idegen génre nézve homozigéta egyedein vegeztik.

5.4.3. Fénykezelések

A fénykezelésekhez a Quantum Devices Inc (USA) Snaplite™ LED-eket tartalmazo
egyszinl fényforrasait hasznaltuk. Az alkalmazott vords fény hullamhossza 665+15
nm, a tavoli-vords fény hullamhossza 730115 nm, a kék fény hullamhossza 470+15

nm, az erdsségiik kisérletenként meghatarozott.

5.4.4. Lumineszcencia mérés é16 novényben

A luciferdzos riportergéneket kifejezé csirandvényeket 12 o6ra fehér fény (50
umol/m?/s)/12 ora sotét valtakozo fényviszonyok mellett allando 22°C-on 6 napig
neveltik MS3 lemezeken. A mérés kezdete el6tt 6 Oraval a csirandvenyeket

csiramentes kortilmények kdzott 96 zsebes lemezbe emeltiik at, melynek minden zsebe

38



Anyagok és modszerek

0.25 ml MS3 téptalajt tartalmazott. Minden ndévényre 20 pl 2.5mM-os luciferin oldatot
cseppentettiink. A mérés a csirazast kovetd hetedik napon indult. A méréseket
TopCount® NXT™ ¢nmiikodé luminométerrel (Perkin Elmer) végeztik 2-7 napig,
amely a lemez zsebeiben elhelyezett csirandvény altal kibocsatott fényt 1-2 dranként a
Microsoft Excel makréval (Dr. Andrew Millar ajdndéka) tortént. A mért értékeket az
Osszes mért érték atlagaval osztottuk el. Ezt az adatot az id6 fliggvényében abrazoltuk.

Az id6tengely 0 pontja az utolsé sotét/fehér fény atmenet idépontja (ZTO).

5.4.5. A cirkadian ora beéallithatésaganak vizsgalata

Folyamatos fénnyel t6ténd beallitas (Fluence rate curve — FRC)

FRC keészitéséhez aCCA1:LUC+ riportergént hordoz6 névényeket 12 éra sotét/12 dra
fehér fény (50 umol/m?/s) valtasokkal allitottuk be 7 napig, majd folyamatos fénybe
helyeztiik 6ket és 5 napig 2 oranként mértiik a lumineszcencidjukat. A mérés idejére a
lemezeket a TopCount® NXT™ énmiikodé luminométerbe (Perkin Elmer) helyeztiik,
majd a mérés utan visszatettiik dket a folyamatos fénybe. A novények periddusanak
statisztikai elemzését a Biological Rhythms Analysis Software System (BRASS)
program Fast Fourier Transform-Non-Linear-Last Squares (FFT-NLS) mddszerrel
végeztiuk. A periodus kozépértékének becslése soran csak azokat az értékeket vettiik
figyelembe, amelyek 15 és 40 6ra kdzé estek (cirkadian tartomany).

Fénypulzussal torténo beallitas

A CCAL:LUC+ riportergént hordozd névényeket 12 Gra sotét/12 éra fehér fény (50
pumol/m?/s) valtasokkal allitottuk be 7 napig, majd folyamatos sotétbe helyeztiik oket és
5 napig folyamatosan mértiik a lumineszcencigjukat. Majd 33 dra sotét periodus utan 1
oras,1 vagy 75 pmol/mzls fénypulzust kapott a novények fele. A kiilonb6z6é periodusi
novények fazisainak Osszehasonlithatosidga érdekében a faziscstiszasokat a kovetkezo
maodon szamitottuk Ki: a kezelt ndévények U fazisat (a folyamatos sotétbe helyezés utan
jelentkezd harmadik cirkadian csucs idejét) a kezeletlen, folyamatosan soététben mér6do
novények fazisabol kivontuk. A negativ értékek jelzik ezért az 6ra késését, minthogy a
csucs késébb jelenik meg, mint a kezeletlen ndveényekben. A pozitiv értékek a
hamarabb érkezd, sietd csucsot jelolik. Megmértiik tovabba az adott ndvényvonal
folyamatos sotétben mérhetd periddusat is. Ezt az értéket elosztottuk 24-gyel, majd a

kapott aranyszdmmal szoroztuk be az osszes faziskiilonbséget, valamint a pulzusok
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idSpontjait is. Igy minden értéket egy névleges 24 6ras napon beliil tudtunk feltiintetni

(cirkadian ido).

5.4.6. A viragzasi ido meghatiarozasa

A magokat nedves talajra vetettiik, majd 3 napig sotétben, 4°C-on tartottuk. Ezutan
allandé homeérsékletet (22°C) biztositd novény-nevel6kamrakba helyzetiik dket rovid-
(8 ora fehér fény 16 Ora sotét) illetve hosszu- (16 éra fehér fény, 8 ora sétét) nappalos
koriilményeket elballitva. A fényforras fehér fluoreszcens fénycsé volt, mely 70-100
umol/mz/s erdsségli fehér fényt bocsat ki. A viragzasi id0 meghatarozasahoz akkor
szamoltuk meg a t6levélrozsat, amikor a virdgzati tengely hossza elérte az 1 cm-t.

Minden mérésben legal&dbb 30 ndvény szerepelt.
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6. Eredmények

6.1. A phyB tultermelé novények korai viragzas fenotipusa nem a megvaltozott
cirkadian ritmusnak koészonheto
Célunk volt, hogy megvizsgaljuk a phyB taltermelésének hatasat a viragzas
indukciojara, valamint a phyB Ser-86 aminosav foszforilacidjanak hatasat erre a
folyamatra. Ez utobbi modositas jelentds hatassal van a phyB Pfr formajanak a sotét
reverzibjara, vagyis arra a folyamatra, amelynek sordn az aktiv Pfr forma spontan
maodon alakul vissza az inaktiv Pr formava. A Ser-86 aminosav a cseréje Ala (nem
foszforilalodé — phyB[S86A]) vagy Asp (folyamatos foszforilaltsagot imitalé —
phyB[S86D]) aminosavra lassitja vagy gyorsitja sotét reverziot, igy nem telitési
fényviszonyok mellett ndveli vagy csokkenti a phyB Pfr formak mennyiségét. Telitési
fényviszonyok mellett viszont a fent emlitett foszfo-mutacioknak nincs érdemi hatésa a
Pfr szintre, igy a voros fény indukalt jelatvitelre sem. Mivel feltételeztiik, hogy a phyB
Pfr forméja sziukséges a virdgzas indukcidjahoz, kisérleteinkbe bevontuk a phyB
foszfomutans formait taltermel6 vonalakat (Medzihradszky és mtsai 2013). Kontrolként
egy vad tipust phyB-t tdltermelé vonalat (phyB[WT]) alkalmaztunk. A vad tipusu
phyB-t taltermelé vonal GFP fuzids fehérjét, a két Ser-86 mutans phyB-t taltermeld
vonal pedig YFP fuzids fehérjét expresszalt erés konstitutiv promoterrel (35S)
vezérelve a phyB-9 null mutans hattérben. A ndvényeket révid (8 6ra fény/ 16 dra sotét)
és hosszu (16 ora fény/ 8 ora s6tét) nappalon neveltiik és a viragzasi id6t a télevélrozsat
alkotd levelek megszamolasaval hataroztuk meg akkor, amikor a viragzati tengely mar
1 cm. Mind phyB-9 és a phyB[WT] kordbban virdgzott, mint a Columbia (Col)
novények (6.abra). Rovid nappalon kifejezettebb volt a jelenség, de mindkét vonal
megorizte fotoperiodikus érzékenységét a viragzas tekintetében. A phyB taltermeld
vonalak azonos viragzasi id6t mutattak hosszi nappalon, azonban révid nappalon a
phyB[S86A] korabban, a phyB[S86D] pedig kés6bb viragzott, mint a phyB[WT]. A
fehérje szintek vizsgdlata megmutatta, hogy ezek a kilonbségek nem az eltérd
expresszios szinteknek koszonhetdek, ezek a vonalak ugyanis azonos szinten fejezik Ki
a phyB fotoreceptor fehérjét (7. dbra). A CO fehérje stabilizacidja a nap soran még
magyarazatul szolgalhat a phyB-9 korai viragzasara (Valverde és mtsai 2004), de a

phyB tultermelésének virdgzas fenotipusara tovabbra sem sikerilt magyarézatot talalni.
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6. abra. Col, phyB-9, phyB[S86A], phyB[WT] és phyB[S86D] névények morfologiaja és viragzasi
ideje

A: A ndvényeket 8 ora fény/ 16 6ra sotét korilmények kdzott neveltik. A kép készitésekor a ndvények
45 naposak voltak.

B: Viragzasi id6 révid nappalon

A novényeket 8 ora fény/16 ora sotét koriilmények kozott neveltiik. A tolevélrozsat alkotd leveleket
megszamoltuk, amikor a viragzati tengely 1 cm-es volt. A mérési hibahatarok a ,,standard error” (SE)
mértékét mutatjak. A kiilonboz6 betiik szignifikans killonbségekre utalnak (P <0.01, Duncan-féle teszt).
C: Viragzasi id6 hosszu nappalon

A novényeket 16 6ra fény/8 dra sotét koriilmények kozott neveltik. A télevélrozsat alkotd leveleket
megszamoltuk, amikor a viragzati tengely 1 cm-es volt. A mérési hibahatarok a ,,standard error” (SE)

mértékét mutatjak. A kiilonb6zd betilik szignifikans killdnbségekre utalnak (P <0.01, Duncan-féle teszt).
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7.4bra. A phyB fuzi6s fehérjék mennyisége a kiilonb6z6 transzgenikus
vonalakban
Western blot analizissel kimutattuk a PHYB-YFP és ACT szinteket révid

phyB[S86A]
phyB[S86D]

phyB[WT]
Col

nappalon nevelt ndvényekben ZT16 idépontban. A névényeket 8 dra fény/

o
I
l

16 oOra sotét korilmények kozott neveltik 10 napig, majd ZT16

Loy B— idépontban (az éjszaka kozepén) mintat szedtiink. 10 pg Osszfehérje
2 kivonatot futtattunk meg. AntiGFP (aGFP) és anti-ACTIN (aACT)
1.6 - + ellenanyagot hasznaltunk a probahoz. Digitalisan hataroztuk meg a jel
31 > erdsségét, majd a GFP értékeket a megfeleldé ACTIN értékekre
51.2 |
o normalizaltuk. A mérési hibahatarok a ,standard error” (SE) mértékét
0.8 y
4 mutatjék.
0.4 -
0 N ; N : N A phyB, mint fotoreceptor taltermelésétdl azt varnank, hogy a
N %‘bq’ ,é;b"o fény-bemenet felerGsitése miatt roviditi a cirkadian oOra
o & & 9 o , -
R & periddushosszat, ami az oOra és az altala szabalyozott ritmikus

folyamatok (pl. CO kifejez6dése) korai fazisat eredményezheti fény/sotét cikluson. A
korai fazis igy okozhatnd a CO stabilizalodasat és a korai virdgzast, kiléndsen rovid
nappalon (Yanovsky és Kay 2002). Annak érdekében, hogy teszteljik ezt a felvetést, a
Gl kifejez6dését vizsgaltuk rovid nappalos koriilmények kozott. A Gl a ndvényi
cirkadian ora egyik komponense és a CO ritmikus expressziojanak egyik igen fontos
szabalyz6 eleme (Sawa és mtsai 2007, Locke és mtsai 2005, Fornara és mtsai 2009). A
phyB tiltermelése nem okozott valtozast a GI kifejezddésében rovid nappalos
kortlmények kdzott, am Kissé korai fazist lathatunk a phyB-9 névények esetén, ahogy
ezt mar kozolték is néhany publikacidban (Palagyi és mtsai 2010, Salome és mtsai 2002
(8.abra A). Hogy pontosabban megfigyeljik a jelenséget, a GI:LUC riporter
konstrukciot keresztezéssel bejuttattuk a vizsgalt vonalakba. Ezekben a vonalakban, a
lumineszcencia id6beli kovetésével a Gl promoter aktivitasara, vagyis a Gl
transzkripcid oOra altali szabalyozasara kovetkeztethetlink. A lumineszcenciat 3 napon
keresztiil, 30 perces id6kozonként rovid nappalon mértik (8. dbra B). A phyB-9
névényekben korai fazist mutatott a G1:LUC expresszidja, &m semmilyen valtozast nem
detektaltunk a tultermeld vonalainkban.

Fenti eredményeink megerdsitették, hogy a phyB tultermelése korai virdgzést okoz,
elsésorban rovid nappalon. Ezt a funkciot gatolja a Ser-86-0s aminosav foszforilacidja.
A korai viragzas nem a cirkadian 6ra korai fazisanak az eredménye, hanem arra utalhat,
hogy a phyB tultermelése egyéb Uton fejti ki hatasat a fotoperiodikus virdgzas

szabalyozas egy vagy tébb komponensére.
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8. abra. A phyB tultermelésének hatasa a cirkadian ritmusok fazisara révid nappalon

A: A GI mRNS mennyisége rovid nappalon

A novényeket 10 napig neveltiik 8 dra fény/ 16 oOra sotét korilmények kozott. A Gl és TUB mRNS
szinteket valos idejii kvantitativ PCR-ral (QPCR) allapitottuk meg. A GI értékeket a megfeleld TUB
adatokra normalizaltuk. A mérési hibahatarok a ,,standard error” (SE) mértékét mutatjak. A fehér és a
sotét savok a fény és a sotét idészakokat jelolik.

B: A GI:LUC riporter konstrukci6 ritmusa révid nappalon

A GI:LUC konstrukciot kifejez6 novényeket 8o6ra fény / 16 ora sotét koriilmények kozott neveltiik 10
napig, a lumineszcenciat a 8-10 napokon mértiik. Minden egyes névény lumineszcenciajat normalizaltuk
a mérés alatt rogzitett Osszes belitésszam atlagara. A gorbék 24 egyedi ndévény atlagat mutatjak

vonalanként.

6.2. A phyB foszforilaciéja modositja az 6rahoz vezeto voros fény jelatvitelt

Miutan megfigyeltik, hogy a cirkadian 6ra fazisa nem érintett a phyB tultermeld
vonalakban fehér fény/sétét ciklusokon (8. abra A-B.), specifikus, célzott kisérletekkel
kivantuk megvizsgalni a vords fény beallité hatasat az 6ra felé ezekben a vonalakban.
Novényekben a szabadon futd cirkadian ritmus peridédusa rovidil a folyamatos fény
intenzitdsanak novelésével (Aschoff-szabaly, parametrikus beallitas). Hogy teszteljiik
ezt a valaszt, a CCAL1:LUC riporter konstrukciot hordoz6 vonalainkat 7 napig 12 6ra
fény és 12 ora sotét ciklusokon neveltiik, majd kiilonboz6 intenzitdst folyamatos voros
fénybe helyeztiik 6ket, és mértiikk a lumineszcenciat 5 napon at (9. abra A.). A Col
ndvények a vart periddushossz rovidilést mutattak a fény intenzitas valtozasaval, mig a
phyB-9 ndvények az alacsony intenzités kivételével végig hosszabb periddust mutattak.
A phyB[WT] ndévényeknek alacsony intenzitason rovidebb a periédusuk, mint a Col
ndvényeknek. A phyB[S86A] vonalak még a vad tipusu taltermeld novényeknél is
kifejezettebb (rovidebb) periédushossz fenotipust mutattak, valamint 10 és 75
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pmol/m?/s vords intenzitasok kozétt nem mutattak periddushossz valtozast. Ezzel
ellentétben, a phyB[S86D] vonalak periddushossza alacsonyabb intenzitason
megegyezik a phyB-9 esetén meért értékekkel, 4m magasabb intenzitdson a
periddushossza megegyezik a Col, a phyB[WT] és a phyB[S86A] ndvények
periodushosszaval. Folyamatos sotét, ill. folyamatos kék fény (10umol/m2/s)
koriilmények kdzott nem taldltunk kiilonbséget a kontroll és a tiltermeld vonalak kdzott
(9. abra B.), amely teljesen ¢sszhangban van a kordbbi eredményekkel, mely szerint
nincs cirkadian fenotipusa a phyB-9 mutansnak ilyen korilmények kozott (Devlin és
Kay 2000). Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a phyB Ser 86-0s aminosav
foszforilacidja gatolja a receptor parametrikus beéallitdsban betoltott funkcidjat alacsony
és kozepes intenzitasti (1-35 pmol/m?/s) folyamatos vords fényben. Ezek utén
kivancsiak voltunk vajon milyen vélaszt kapunk, ha a pulzus-jellegii (vagy nem
parametrikus) beallitast vizsgaljuk (Kevei és mtsai 2007). llyenkor a cirkadian
oszcillator szabadon fut folyamatos sotétben és a kiillonb6zo idépontokban adott
fénypulzusokra faziscsuszasokkal valaszol. A faziscslszas iranya és nagysaga fligg a
fénypulzus dozisatol (ideje €s intenzitasa) és a cirkadian id6t6l, amikor a pulzus
megtorténik. A kisérlethez a CCAL:LUC riportergént hordozé ndvényeket 7 napig
neveltik 12 6ra fény és 12 6ra sotét ciklusokon, majd folyamatos sotétbe helyeztiik
Oket és 5-6 napig mértiik a lumineszcenciat. A s6tétbe helyezést kovetd 33 ora utan a
novények egy csoportjat 1 (9. abra C.) ill 75 (9. dbra D.) pmol/m?/s er8sségfi 1 h
id6tartamu voros fény pulzussal kezeltiik, majd visszatettiik ket sotétbe és folytattuk a
mérést. A faziscstiszast a pulzust kovetd masodik cstcs indukalt és nem indukalt
novényekben torténé 0sszehasonlitasabdl szamoltuk ki. A nem indukalt ndvények
periédushosszat megbecsiltik és ezt hasznaltuk fel arra, hogy a faziscslszasok értékeit
cirkadian idobe atszdmoljuk. Ahogy vartuk is, minden vonal fazissietéssel valaszolt (ez
a pozitiv értékii faziscsuszas). A phyB-9 gyenge, de szignifikans faziscsuszassal
valaszolt, mely viszont fliggetlen volt a fénypulzus dozisatél. A Col és a phyB
tultermelé novények hasonld sietéssel reagaltak a fénypulzusokra. Ezek a vonalak
mindkét fényintenzitas esetén jelentésen nagyobb fazicsuszassal valaszoltak, mint a
phyB-9, és a magas és alacsony intenzitasu fénypulzussal kezelt novenyek tekintetében
a sietés mértéke hozzavetblegesen kétszeres kilonbseget mutatott. Ezek az eredmények
arra utalnak, hogy a phyB dozisfiiggd modon szerepet jatszik az ora voros fény altali
beallitasaban, azonban mar a receptor endogen szintje elégséges ahhoz, hogy a

maximalis valaszt megkapjuk. Az S86D mutéacio hatdsadnak hianya jelzi, hogy a
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tultermelés kovetkeztében még ebbdl a gyorsan revertald phyB valtozatbdl is legaldbb
annyi Pfr forma van jelen mindkét fénykorilmény mellett, mint az endogén vad tipusd
phyB receptorbdl.
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9. abra. A phyB foszforilacidjanak a szerepe az ora voros fény bemenet szabalyozasaban

A: Voros fényintenzitas valasz gorbe

A CCAL:LUC riporter konstrukeiot kifejezé novényeket 12 ora fény/ 12 ora sotét koriilmények kozott
neveltiilk 7 napig, majd kiilonb6z6 erdsségii folyamatos vords fénybe helyeztiik Oket és mértik a
lumineszcenciat. Majd meghatéroztuk a szabadon futd ritmusok periddushosszat és abrdzoltuk a
fényintenzitas fliggvényében. A mérési hibahatéarok a ,,standard error” (SE) mértékét mutatjak.

B: A CCAL: LUC riporter konstrukci¢ kifejez6désének periddushossza folyamatos sotétben és
folyamatos kék fényben.

A CCAL:LUC riporter konstrukciot kifejezé novényeket 12 ora fény/ 12 ora s6tét koriilmények kozott

neveltik 7 napig, majd folyamatos sététbe illetve 10 pmol/m?s erésségii folyamatos kék fénybe
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helyeztiik. Majd meghataroztuk a szabadon futé ritmusok periddushosszat és abrdzoltuk a fényintenzitas
fliggvényében. A mérési hibahatarok a ,,standard error” (SE) mértékét mutatjak.

C-D: Voros fény indukalt faziscstszas

A CCA1L:LUC riporter konstrukciot kifejez6 ndvényeket 12 6ra fény/ 12 o6ra sotét kdrilmények kozott
neveltiik 7 napig, majd folyamatos sotétbe helyeztiik dket. Majd 5 napig mértiik a lumineszcenciat. ZT45
idépontban a nvények felét 1 (C), a masik felét pedig 75 pmol/m?/s (D) erdsségii voros fénnyel kezeltik
1 6rén at (ZTO0 az utolso sotét-fény atmenet idépontja). A fény indukalt faziscstszast az indukalt és a nem
indukalt névényekben a CCAL:LUC riporter konstrukcio ritmusanak az ésszehasonlitasabol szamoltuk
ki. A fazissietést cirkadian id6ben tuntettlik fel (CT). A mérési hibahatarok a ,standard error” (SE)

mértékét mutatjak. A kiilonboz6 betiik szignifikans kiilonbségekre utalnak (P <0.01, Duncan-féle teszt).

6.3. A phyB tultermelé vonalak korai viragzas fenotipusa csak a CO és FT
fehérjék jelenlétében nyilvanul meg
Abbol a célbol, hogy tisztazzuk a korai viragzas fenotipus molekuléaris hatterét,
meghatéaroztuk a CO és FT mRNS szinteket rovid (10. &bra A.-B.), ill. hosszu nappalon
(10. &bra C.-D.) nétt novényekben. A CO expresszios mintdzata es szintje nem
kulonbozott a vizsgalt vonalakban, kivéve a phyB-9 ndvényeket, ahol kifejezetten rovid
nappalon a CO mRNS felhalmozddéasa korai fazist mutatott (10. 4bra A.). A vad tipusu
Col novényekben az FT mRNS kifejez6dési maximuma mindkét koriilményen a fény-
sOtét atmenet idejére esett, am rovid nappalon sokkal alacsonyabb szintii, mint hossza
nappalon (10. &bra B., D.). A FT expresszidja a phyB-9 névényekben a nappal soran
végig megemelkedett szintet mutatott, am a fény lekapcsolasat kovetéen leesett a
szintje a vad tipust novények szintjére. Ez a megfigyelés teljesen 6sszhangban van a
phyB CO degradécidban betoltott pozitiv szerepével a nappal soran (Valverde és mtsai
2004). Rovid nappalon (10. abra B.) a phyB taltermel6 vonalakban az FT expresszioja
a Col ndvényekhez hasonld szinten van a nappal soran. A fény-sotét dtmenet idején
kapott csucs viszont magasabb a Col esetén kapott értékeknél. A fény lekapcsolasa utan
a phyB[S86D] esetén az FT szintje leesik akarcsak a Col ill. phyB-9 névényekben. A
phyB[WT] és [S86A] novények esetén az éjszaka soran (ZT18) jelentésen
megemelkedik az FT expesszidja. Hossza nappalon a phyB taltermeld vonalakban az
FT kifejez6dés szintje nagyon hasonl6 a nappal soran, de alkonyatkor magasabb, mint a
Col ndvényekben. A cstcsot kovetéen a phyB[S86D] vonalakban visszaesik az FT
szint a vad tipust ndvények szintjére, mig a phyB[WT] és [S86A] novényekben
magasan marad az éjszaka soran. Ezekbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy a phyB

tultermelése pozitivan szabalyozza az FT transzkripciot fény-sotét atmenet idején és az
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éjszaka sorén, valamint, hogy ez a funkcid gyengil a Ser-86-0s aminosav

foszforilacidjaval.
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10. &bra. A phyB taltermelése a CO transzkripcio befolydsoldsa nélkdl indukélja az FT
kifejezodését este és éjszaka

A-B: A CO és FT mRNS mennyisége rovid nappalon

A novényeket 10 napig neveltiik 8 ora fény/ 16 6ra sotét kortilmények kdzott. A CO, FT és TUB mRNS
szinteket valds idejii kvantitativ PCR-ral (qPCR) allapitottuk meg. A CO (A)és FT (B) értékeket a
megfelel6 TUB adatokra normalizaltuk. A mérési hibahatarok a ,,standard error” (SE) mértékét mutatjak.
A fehér és a sotét savok a fény és a sotét idészakokat jelolik.

C-D: A CO és FT mRNS mennyisége hosszu nappalon

A novényeket 10 napig neveltiik 16 6ra fény/ 8 dra sotét korilmények kozott. A CO, FT és TUB mRNS
szinteket valos idejli kvantitativ PCR-ral (QPCR) allapitottuk meg. A CO (C) és FT (D) értékeket a
megfeleld TUB adatokra normalizaltuk. A mérési hibahatarok a ,,standard error” (SE) mértékét mutatjak.

A fehér és a sotét savok a fény és a sotét idészakokat jelolik.

Azt is megmutattuk, hogy ez a szabalyozds nem a taltermelt phyB fehérjék

mennyiségének napszakos valtozasanak koszonhet6 (11. abra).
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11. abra. A phyB fuziés fehérje mennyisége a Kkiilonbozé
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transzgenikus vonalakban
Western blot analizissel kimutattuk a PHYB-YFP és ACT szinteket
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rovid nappalon nevelt novényekben ZT4 és ZT16 idopontokban. A

24 novényeket 8 ora fény/ 16 ora sotét koriilmények kozétt neveltiik 10
2 napig, majd ZT4 (nappal kozepén) és ZT16 (az éjszaka kozepén)
-
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Fontos megemliteni, hogy ezek az eredmények azt is jelzik, hogy a phyB tultermelése
nincs hatassal az FT transzkripciora a nappal sordn, am megemeli az FT szintjét
Osszefliggés az FT szint és a virdgzas kozott (6. abra, 10.abra B., D.) arra utal, hogy a
korai viragzasert az FT megemelkedett mRNS mennyisége a felel6s.

Hogy megerésitsiik ezt felvetést, a phyB taltermel6ket kereszteztiik ft-10 mutanssal
(Yoo és mtsai 2005). Az ft-10 mutéciét egy intronba agyazddott T-DNS inszercid
okozza, ami a mérheté FT mRNS rendkivil alacsony szintjét eredményezi. Az ft-10
mutacio teljesen eltintette a taltermeld vonalak korai viragzas fenotipusat (12. abra),
ezzel aldtdmasztva azt, hogy a korai viragzasért a megemelkedett FT szint lehet a

felel6s.
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12. bra. A korai viragzas fenotipus fiigg az FT jelenlététol. Viragzasi idé rovid nappalon.
A novényeket 8 oOra fény/16 ora s6tét koriilmények kozott neveltiik. A télevélrozsat alkotd leveleket
megszamoltuk, amikor a viragzati tengely 1 cm-es volt. A mérési hibahatérok a ,,standard error” (SE)

mértékét mutatjak.

A fotoperiodikus jelatvitel végsé eleme a legfoképpen CO altal szabalyzott FT
transzkripcié (Samach és mtsai 2000). Azért, hogy teszteljik vajon a megemelkedett
FT szinthez és a korai viragzas kialakuldsdhoz sziikséges-e a CO fehérje, a phyB
tultermelbket kereszteztiik a T-DNS inszercids co-9 null mutanssal (Balasubramanian
és mtsai 2006). A homozig6ta utddokat rovid nappalon vizsgaltuk és azt talaltuk, hogy
minden vonalban igen alacsony FT szintet kaptunk végig a nap soréan, valamint teljesen
eltlint az éjszakai maximum a phyB[WT] és [S86A]vonalakban (13. &bra A.). A CO
hidnya megsziintette a phyB taltermelé vonalak korai virdgzas fenotipusat is (13. &bra
B.). A phyB tultermelése nemcsak rovid, hanem hossz( nappalos kortilmények mellett
is korai virdgzast okoz. lgazoltuk, hogy a fenotipus megnyilvanuldsahoz hosszu

nappalon is a CO/FT szabalyozasi Ut szilkséges (14. &bra).
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13. dbra. A CO hidnyanak hatasa az FT mRNS mennyiségére és a viragzasi idére.

A: Az FT mRNS mennyisége révid nappalon

A novényeket 10 napig neveltik 8 o6ra fény/ 16 dra sotét korilmények kozott. A FT és TUB mRNS
szinteket valos idejii kvantitativ PCR-ral (qPCR) allapitottuk meg. A FT értékeket a megfeleld TUB
adatokra normalizaltuk. A mérési hibahatarok a ,,standard error” (SE) mértékét mutatjak. A fehér és a
sotét savok a fény és a sotét idészakokat jelolik.

B: Viragzasi id6 rovid nappalon

A novényeket 8 ora fény/16 ora sotét korilmények kozott neveltik. A télevélrozsat alkotd leveleket
megszamoltuk, amikor a viragzati tengely 1 cm-es volt. A mérési hibahatarok a ,,standard error” (SE)

mértékét mutatjak. A kiilonb6z6 betilik szignifikans killdnbségekre utalnak (P <0.01, Duncan-féle teszt).
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14. dbra. A CO és FT episztatikus a phyB fotoreceptorhoz képest hosszi nappalon is. Viragzasi idé
hossz( nappalon.

A novényeket 16 ora fény/8 ora sotét korilmények kozott neveltik. A télevélrozsat alkotd leveleket
megszamoltuk, amikor a viragzati tengely 1 cm-es volt. A mérési hibahatérok a ,,standard error” (SE)

mértékét mutatjak. A kiilonbo6z6 betilik szignifikans killdnbségekre utalnak (P <0.01, Duncan-féle teszt).
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6.4 Az éjszakai FT indukciohoz sziikség van a phyB Pfr formdjara

A nappal soran a phyB fotoreceptorok tobbsége a bioldgiailag aktiv Pfr formaban van.
Miutan sotétbe kertl a novény, a Pfr form4ju receptorok mennyisége csokken,
koszonhetben a proteoszoma altali degradacionak, ill. a spont&n reverzionak inaktiv Pr
formava. A Ser-86-os aminosav foszforilacidja gyorsitja a sotét reverziot, igy a
foszforilaciot utanz6 phyB[S86D] forma esetén gyorsan, a nem foszforilalhato
phyB[S86A] forma esetén lassan csokken az aktiv Pfr forma mennyisége
(Medzihradszky és mtsai 2013). A phyB[S86A] és a phyB[S86D] mutansok
molekularis és fizioldgiai virdgzas fenotipusaban tapasztalt jelentés eltérés arra utalt,
hogy az éjszakai FT expresszios csics a phyB[S86A] ill. phyB[WT] ndvényekben
kapcsolatban lehet a tartésabban magas Pfr forma jelenlétével. Hogy teszteljik ezt a
feltételezést, a ndvenyeket rovid nappalon neveltik, majd mintat szedtink, de a
csirandvények felét 1 6ran &t tavoli vords fénnyel kezeltik kodzvetlenul a fény
lekapcsolasa elétt, ezt hivjuk EODFR (End Of the Day Far-Red) pulzusnak. Ez a
fénykezelés a phyA kivételével minden fitokromot atalakit inaktiv Pr forméaba. A tavoli
voOrods pulzus nem volt hatdssal a CO mRNS szintre egyik vizsgalt vonalban sem (15.
abra A.), viszont megszintette az éjszakai FT csucsot a phyB[S86A] és[WT]
ndvényekben (15. abra B.). A phyB Pfr formajanak a szerepét megvizsgaltuk két
tovabbi, szintén phyB-9 hattérben kifejeztetett mutans phyB segitségével is. A
Tyr276His aminosav cserének (phyB[Y276H]) koszonhetéen a fotoreceptor
folyamatosan aktiv Pfr formaban van, fuggetlenul a fényviszonyoktol (Su és Lagarias
2007). Ezzel szemben a Cys357Thr aminosav csere megsziinteti a kromofor kotohelyét
a fotoreceptoron, igy egy éallandbéan inaktiv Pr formdju fitokromot kapunk
(phyB[C357T]), szintén fuggetlenul a fényviszonyoktol (Clack és mtsai 2009).

A CO és FT mRNS szintek vizsgalatakor, illetve a viragzasi id6 meghatarozasakor azt
kaptuk, hogy a phyB[Y276H] - folyamatosan aktiv forma - fenotipusa megegyezik a
phyB[S86A] esetén mért eredménnyel, mig a phyB[C357T] vonalak
megkulonboztethetetlenek voltak a phyB-9 novényektdl (16. abra A.-C.). Mivel az FT
transzkripcié szintje nem valtozott a phyB[Y276H] ndvényekben EODFR kezelés
hatasara (15. abra D.), ez megerdsiti azt a megfigyelést, hogy az FT indukcidjat
alkonyatkor, ill. éjszaka kizardlag a phyB Pfr forméja okozza a phyB taltermeld
vonalakban. Ezek az eredmények jra alatdmasztjak, hogy a nagy mennyiségii phyB Pfr
forma a sziikséges és elégséges feltétele a phyB tlltermelé vonalak molekuléaris és

fiziol6giai korai viragzas fenotipusanak.
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15.4bra. A phyB Pfr formdja sziikséges az FT éjszakai indukci6jahoz

A: Az End Of the Day Far-Red (EODFR) kezelés nincs hatassal a CO mRNS mennyiségére

A novényeket 10 napig neveltik 8 ora fény/ 16 dra sotét koriilmények kozétt. A 10. napon a névények
felét kezeltiik 1 6ras 30 pmol/m?/s intenzitasa tavoli vérds fénnyel (+FR), 1 6raval a fény lekapcsolasa
el6tt. A CO és TUB mRNS szinteket valos idejii kvantitativ PCR-ral (QPCR) allapitottuk meg. A CO
értékeket a megfelel6 TUB adatokra normalizaltuk. A mérési hibahatarok a ,standard error” (SE)
mértékét mutatjak. A fehér és a sotét savok a fény és a sotét idészakokat jelolik

B: Az EODFR kezelés megsziinteti az éjszakai FT indukciot

A novényeket 10 napig neveltik 8 ora fény/ 16 dra sotét koriilmények kozétt. A 10. napon a névények
felét kezeltiik 1 6ras, 30 pmol/m?/s intenzitast tavoli vérds fénnyel (+FR), 1 6raval a fény lekapcsolasa
elétt. A FT és TUB mRNS szinteket valos idejii kvantitativ PCR-ral (QPCR) allapitottuk meg. A FT
értékeket a megfelel6 TUB adatokra normalizaltuk. A mérési hibahatarok a ,standard error” (SE)
mértékét mutatjak. A fehér és a sotét savok a fény és a sotét idészakokat jelolik.

C és D: A CO és FT mRNS mennyisége a konstitutivan Pfr formajua phyB[Y276H] mutans
receptort tiltermel6 vonalban

A novényeket 10 napig neveltik 8 ora fény/ 16 dra sotét koriilmények kozétt. A 10. napon a névények

felét kezeltiik 1 6ras, 30 umol/m?/s intenzitast tavoli véros fénnyel (+FR), 1 6raval a fény lekapcsolasa
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elétt. A FT, CO és TUB mRNS szinteket valds idejli kvantitativ PCR-ral (QPCR) allapitottuk meg. A FT
és CO értékeket a megfelelé TUB adatokra normalizaltuk. A mérési hibahatérok a ,,standard error” (SE)

mértékét mutatjak. A fehér és a sotét savok a fény és a sotét idészakokat jelolik.

16. abra. A phyB Pfr mennyiségét fény-

) B

w

|

g ¥ phyB-9 ! #phyB[S86A] flggetlen médon befolyasolé phyB mutaciok
k=2 5 | @phyB[Y276H] 4 phyB[C357T] molekularis és fiziolgiai viragzas fenotipusa
o 1
Q A és B: A CO és FT mRNS mennyisége rovid
E 2 nappalon
N
31_5 A novényeket 10 napig neveltik 8 éra fény/ 16
é oOra sotét korlilmények kdézott. A CO, FT és TUB
E 1 mRNS szinteket valés idejii kvantitativ PCR-ral
%0.5 (GQPCR) 4&llapitottuk meg. A CO (C) és FT (D)
o értékeket a  megfelel6  TUB  adatokra
0 T T H z oo - 7
normalizaltuk. A mérési hibahatarok a ,,standard
16 20 24
I1dé (h) error” (SE) mértékét mutatjak. A fehér és a sotét
B sdvok a fény és a sotét idészakokat jeldlik.
& 45 —— — *phyB-9 C: Viragzasi id6 rovid nappalon
g 40 - lphyB[SB(‘s A novényeket 8 Ora fény/16 ora sGtét
u": 35 'O-phyB[Y276H] kérlilmények kozott neveltik. A télevélrozsat
:,_-:7 30 1 AphyB[0357T] alkoté leveleket megszamoltuk, amikor a
ﬁ 25 : virdgzati tengely 1 cm-es volt. A mérési
%20 1 ! hibahatarok a ,,standard error” (SE) mértékét
£ 15 ' mutatjak. A killonbozé  betiik  szignifikéns
>
= 10 kiilonbségekre utalnak (P <0.01, Duncan-féle
e 5 teszt).
0
60 1 A
50
E 40 -
.s b b
230 -
2 c c
20 -
10 - I I
0 = T T T T
D N N 4N
TS S
¢ & &

54



Eredmények

6.5 A phyB Pfr formaja valosziniileg a COP1 aktivitisanak gatlasan keresztiil
szabalyozza a CO stabilitasat és az FT transzkripci¢jat

Az eddigi kisérletek eredményei alapjan azt mondhatjuk, hogy a phyB taltermeld
novények korai virdgzasanak a molekularis alapja az lehet, hogy a phyB fotoreceptor
Pfr formdja stabilizdlja a CO fehérjét alkonyat korul és az éjszaka sordn. A
CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENIC 1 (COP1) egy E3 ubikvitin ligaz, amely
(Jang és mtsai 2008). Mivel a COP1 aktivitasat gatoljak a fotoaktivalt kriptokromok és
fitokromok (Sheerin és mtsai 2015, Huang és mtsai 2014, Lu és mtsai 2015), igy a
COP1 gétlasa a Pfr formju phyB altal magyarazhatna a megfigyelt virdgzas fenotipust.
Ha ez igaz, akkor hasonlé molekuléris és fizioldgiai fenotipust varunk a copl
mutanstol, mint amit a phyB[WT] és phyB[S86A] esetén kaptunk. Hogy teszteljik ezt
az elméletet, meghataroztuk a virdgzasi id6t és az FT mRNS szintet a copl-4
mutdnsban (Mcnellis és mtsai 1994) is rovid nappalos korilmények kozott. Az FT
mRNS mennyisége jelentdsen, mintegy tizszer magasabb volt a copl-4 mutansban,
mint a phyB[S86A] ndvényekben végig a nap folyaman (17. abra A.). Az FT mRNS
felhalmozddéasénak a mintdzata igen hasonlé volt a phyB[S86A] esetén tapasztalt
mintazattal. Alacsonyabb expressziot latunk a nappal soran, majd alkonyatkor hirtelen
megemelkedik a szintje, végil az éjszaka kdzepén eléri a maximalis értéket. Ezzel a
kifejezetten magas FT mRNS szinttel dsszhangban a copl-4 mutans novényeknek
extrém koran viragz6 fenotipusuk van (17. abra B). Ezek az adatok teljesen
6sszhangban vannak a korabbi eredményekkel (Yu és mtsai 2008, Jang és mtsai 2008),
és azzal a hipotézissel, amely szerint a phyB taltermelése korai virdgzast okoz azaltal,
hogy gyengiti a COP1 altali CO degradaciot. A COP1 miikodése a SUPPRESSOR OF
PHYA 105 1-4 (SPA1-4) fehérjékkel alkotott komplexben valosul meg, ahol a COP1 a
katalitikus alegyseg, mig a SPA fehérjék (elsésorban a SPA1) funkcidja a COP1
aktivitasanak a serkentése fehérje-fehérje kdlcsonhatas révén. A kdzelmalt publikacioi
szamolnak be arrdl, hogy a phyB Pfr formaja kapcsolodik a SPAL fehérjéhez, ezaltal
gatolja a COP1-SPA1 koélcsdnhatést, melynek eredménye a csokkent ubikvitin ligaz
aktivitas és a COP1 célfehérjéinek - LONG HYPOCOTYL IN FAR-RED 1 (HFR1) és
ELONGATED HYPOCOTYL 5 (HY5) - felhalmoz6dasa (Sheerin és mtsai 2015, Lu és
mtsai 2015). Feltételeztilk, hogy ha a phyB taltermelé vonalak virdgzas fenotipusa
ennek a mechanizmusnak koszonhet6, akkor a phyB[WT], phyB[S86A] és
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phyB[S86D] fehérjék kiilonbozé hatékonysaggal kell kapcsolodjanak a SPAI
fehérjéhez az éjszaka korai szakaszaban, amikor a Pfr forma mennyisége korltozott.
Hogy teszteljiik ezt, a kiillonbozé phyB fehérjéket és a SPA1 proteint kifejeztettiik és a
kolcsonhatast elemeztiik ¢€lesztd két hibrid rendszerben. Abbol a célbdl, hogy
utanozzuk a kora éjszaka koriilményét, az ¢élesztd sejteket sotétben novesztettiik, 10
percig vords fény pulzussal kezeltik Oket, majd visszatettik a kultirat sotét
kortlmények kozé 6 oréig. llletve ezzel parhuzamosan egy masik kultarat folyamatos
voros fénybe helyeztiink 6 orara. A pulzussal kezelt mintak B-galaktozidaz aktivitasat a
folyamatosan megvilégitott mintakra normalizaltuk, azért hogy minimalizaljuk azokat a
kotési képességbdl adodo kiilonbségeket, amelyek fuggetlenek a sotét reverzidtol. A
harom phyB fehérje kozil a phyB[S86A] mutatta a legerdsebb kotési aktivitast, ami
tizszer magasabb volt a phyB[S86D] esetén mért értékeknél (17. &bra C.). A phyB
variansok SPA1 kotésének Kkarakterisztikdja jo 0Osszefliggést mutat azoknak a
vonalaknak a molekularis és fiziologiai fenotipusaval, amelyek kifejezik ezeket a
fehérjéket, alatdmasztva ezzel azt a feltételezést, hogy a COP1 aktivitas phyB-SPA1
kolcsonhatas altali gatlasa az elsédleges mechanizmusa a phyB tultermelé névények

korai viragzasanak.
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17. &bra. A copl-4 mutédns molekularis és
fiziologiai fenotipusa hasonlit a phyB[S86A]
fenotipusahoz

A: Az FT mRNS mennyisége révid nappalon

A novényeket 10 napig neveltik 8 dra fény/ 16 6ra
sotét korllmények kozott. A FT és TUB mRNS
szinteket valos idejii kvantitativ PCR-ral (QPCR)
allapitottuk meg. A FT értékeket a megfelel6 TUB
adatokra normalizaltuk. A copl-4 mutansban mért
értékeket a méasodlagos Y tengelyen abrazoltuk. A
mérési  hibahatarok a ,standard error” (SE)
mértékét mutatjak. A fehér és a sotét savok a fény
és a sotét iddszakokat jelolik.

B: Viragzasi idé rovid nappalon

A novényeket 8 ora fény/16 Ora sotét korilmények
kozott neveltik. A tdlevélrozsat alkotd leveleket
megszamoltuk, amikor a viragzati tengely 1 cm-es
volt. A mérési hibahatarok a ,,standard error” (SE)
mértékét mutatjak. A kiilonboz6 betlik szignifikans
kulonbségekre utalnak (P <0.01, Duncan-féle teszt).
C: A phyB-SPAl koélcsonhatds vizsgalata
élesztében

Az éleszto sejtekben kifejeztettik a SPA1-BD
(Gal4 BD eleme) valamint a phyB[WT]-AD vagy
phyB[S86A]-AD vagy phyB[S86D]-AD (Gal4 AD
eleme) flzids fehérjéket. A sejteket 20 pmol/m%/s
intenzitasu voros fénnyel kezeltik 10 percig, majd
visszakeriltek sotétbe 6 dra hosszéra, vagy tovabbi
6 oranyi folyamatos 20 pmol/m?%/s erdsségii voros
fénykezelést kaptak. A sejteket begyiijtottikk, majd
B-galaktozidaz aktivitast mértiink bennik, amely a
SPA1 és az egyes phyB valtozatok kozt kialakult
kolcsonhatas erésségével aranyos. A 10 perces

pulzussal kezelt mintadk értékeit normalizaltuk a

folyamatos fénnyel kezelt mintak esetén kapott értékekre. A mérési hibahatarok a ,,standard error” (SE)

mértékét mutatjak. A kiilonboz6 betiik szignifikans kiilonbségekre utalnak (P <0.01, Duncan-féle teszt).
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7. Eredmények értekelese

A nappal hosszisagénak az érzékelése Arabidopsis thaliana novényben a ritmikus
A voros /tavoli vords phyB fotoreceptor fokozza a CO lebomlésat reggel és a nappal
elsé felében egy eddig ismeretlen mechanizmus révén (Jang és mtsai 2008). A
megemelkedett CO fehérje szint eredménye, hogy a phyB mutans ndvények hamarabb
viragoznak, mint a vad tipust névények (Valverde ¢€s mtsai 2004). Meglepd modon, a
phyB taltermelé novények szintén korabban viragoznak (Bagnall és mtsai 1995),
melynek eddig még nem volt ismert a molekularis hattere. Eredményeink arra utalnak,
hogy a phyB tultermelé vonalakban magas szinten felhalmoz6dé phyB Pfr forma,
kolcsonhatasba Iépve a SPA1 fehérjével gyengiti a SPA1-COP1 komplex funkci6jat. A
CO fehérje ennek hatasara megndvekedett stabilizalédasa magyardzhatja azt, hogy az
FT transzkripcios szintje alkonyatkor és az éjszaka kdzepén megemelkedik ezekben a

vonalakban, ami korai viragzashoz vezet.

7.1. A phyB tiltermelése Pfr fiigg6 modon fokozza CO/FT ttvonal aktivitasat

A genetikai kapcsolatok elemzésével megmutattuk, hogy a phyB tultermelésének korai
viragzas fenotipusa CO és FT fuggd (10., 12., 13 abra). Azonkivill, hogy a phyB
indukélja a CO fehérje degradaciojat, CO fuggetlen mddon is szabalyozza a viragzast,
feltételezhetben a PHYTOCHROME AND FLOWERING TIME 1 (PFT1)
kozremiikodésevel (Cerdan és Chory 2003, Inigo és mtsai 2012). Mivel a phyB
tultermelésenek co-9 mutans hattérben nincs hatasa a viragzasi idére (13. abra), igy azt
a kovetkeztetést vontuk le, hogy ez a hatas kizarolag CO fiiggd utvonalon keresztiil
érvenyesil. A CO/FT fuggd viragzas fenotipussal Osszhangban, megemelkedett FT
mRNS szintet kaptunk a phyB taltermelé vonalakban révid — és hossz( nappalon,
alkonyatkor, ill. az éjszaka kdzepén (10. abra). Mivel a CO mRNS szintben nem
torténik valtozés, igy a taltermelt phyB a hatdsat a CO fehérje stabilizalasaval érheti el
ezekben az idopontokban. Ezzel ellentétben vad tipusu novényben a phyB eldsegiti a
CO lebomlésat voros fény-fiiggd modon, a nap elsd felében (Jang és mtsai 2008,
Valverde és mtsai 2004).

Tobb irdnybol is megvizsgaltuk, hogy a phyB tultermelésének a hatasa valoban Pfr
formét igényel-e. Az egyik megkdzelités az volt, hogy a nappal végén tavoli voros

kezelést alkalmaztunk (EODFR), hogy eltlintessik a Pfr formdkat még az éjszaka
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kezdete el6tt. A kezelés hatdsara gyakorlatilag megsziint az éjszakai FT mRNS
felhalmozodas, valamint jelentés mértékben csokkent az alkonyatkor tapasztalt
expresszios csucs merete is, igazolva ezzel, hogy az FT indukcidja ezekben az
id6szakokban a phyB Pfr formajaval hozhaté kapcsolatba (15.4bra A).
Erdekességképpen elmondhaté, hogy az EODFR kezelés gyorsitja a viragzast vad
tipusd, ill. néhany tobbszords phy mutins novényben. Ebb6l levonhatd az a
kovetkeztetés, hogy az endogén phyB, phyD, és phyE Pfr formai még jelen vannak az
éjszaka soran és keésleltetik a viragzast. (Bagnall és mtsai 1995, Devlin és mtsai 1998,
Devlin és mtsai 1999). Ez a hatdsa az EODFR kezelésnek valtozatlan maradt a co
mutansban (Devlin és mtsai 1998), &m csokkent a pftl mutansban (Cerdan és Chory
2003), utalva arra, hogy bar az EODFR kezelés a phyB, phyD és phyE fotoreceptorok
funkcigjat érinti, hatdsa egy CO-fuggetlen és PFT1-fliggé utvonalon keresztiil
érvényesl (Inigo és mtsai 2012). Jollehet az EODFR kezelés virdgzast indukal6 hatasat
a megemelkedett FT expresszioval magyardztdk mésok, a munkank sordn alkalmazott
besugarzas csak minimalis mértékben emelte meg az FT mRNS szintet Col vad tipusu
ndvényben, amely valészintileg nem okoz korai virdgzast. Mindenképp érdemes
megjegyezni, hogy a Kisérleteinkben mi 10 napos ndvenyeket kezeltink egy
alkalommal tavoli vords pulzussal, mig masok a virdgzasi id6 megallapitasahoz
naponta alkalmaztak az EODFR kezelést. Lehetséges, hogy az ismételt, hosszu tavud
alkalmazasa az EODFR kezelésnek vagy az elOrehaladottabb fejlodési stadium
szlikséges az FT transzkripcio EODFR altali szabalyozasahoz. Egyébként a phyB phyD
phyE ft négyszeres mutansnak az ft mutanshoz viszonyitott korai viragzas fenotipusa
arra utal, hogy nem az FT az egyetlen integrator elem a phyB phyD és phyE alatt a
jelatviteli rendszerben (Inigo és mtsai 2012). Mindazonaltal az EODFR kezelések
inkabb késleltetik, nem gyorsitjak a viragzast a phyB taltermeld vonalakban (Bagnall és
mtsai 1995), mely 6sszhangban van az eredményeinkkel, melyek szerint az alkalmazott
EODFR kezelés hatasara a phyB taltermeld novényekben eltlinik az éjszakai FT
transzkripciés maximum.

Elemeztiik a molekularis és fiziologiai fenotipusat azoknak a taltermel6, mutans phyB
vonalaknak, ahol kondicionélisan vagy konstitutivan valtozott meg a Pfr forma
mennyisége. A phyB Ser 86 aminosav foszforilacioja gyorsitja a sotét reverziot, amely
nem telitési fényviszonyok mellett gatolja a phyB-t6l indul6 jelatvitelt (Medzihradszky
és mtsai 2013). Rovid nappalon, a phyB[S86A] ndvények Kkicsit magasabb FT

indukciot mutattak éjszaka és korabban viragoztak, mint a phyB[WT] ndvények. Ezzel
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ellentétben, a phyB[S86D] novények hasonlé mértékii FTexpressziot mutattak
alkonyatkor, mint a phyB[WT] és a phyB[S86A] esetén, am az éjszakai FT
transzkripciés maximum teljesen hidnyzott(10. &bra). Ennek megfeleléen, a
phyB[S86D] novények jelentdsen késdbb viragoztak (44 levél) , mint a phyB[WT] (23
levél) vagy a phyB[S86A] (17 levél), de korabban , mint a Col vad tipusu névények (54
levél) (8. &bra.). Ezek az adatok arra utalnak, hogy az FT expresszidjanak éjszakai
indukcioja fontos szerepet jatszik a phyB tultermeld novények korai viragzas
fenotipusanak a kialakitasaban roévid nappalon. Hossz( nappalos kortlmények kozott
minden phyB thltermelé novény hasonldé FT mRNS szintet mutat alkonyatkor, ami
megkozelitéleg kétszer magasabb volt, mint a Col esetén. Az FT mRNS szint magasan
marad az €jszaka sordn phyB[WT] és phyB[S86A] esetén, am hirtelen leesik a
phyB[S86D] novények esetén. Mivel minden phyB tultermelé hasonld viragzasi idot
mutat, ami koraibb, mint a vad tipusu Col ndvények viragzasi ideje, ugy véltik, hogy
az este megemelkedett FT expresszio a legmeghatadrozobb a hossz( nappalon
megfigyelt korai viragzas tekintetében (8., 10. &bra), és az éjszaka soran tartdsan magas
FT mRNS nem jarul hozz4 jelent6sen a fenotipushoz. Mivel révid és hosszi nappalon
is telitési fényintenzitassal dolgoztunk, igy a nappal vegeére minden phyB taltermeld
vonalban megkozelitben azonos mennyiségli Pfr formaja phyB volt jelen, amely
megmutatkozott az alkonyatkor kapott hasonld FT indukcidban is. A sotét periddusban
rovid és hosszu nappalon is, a Pfr mennyisége igen gyorsan csokken a phyB[S86D]
vonalban, koszonhetéen a gyorsabb sotét reverzionak. A phyB[WT] esetén lassabb, mig
a phyB[S86A] esetén a leglassabb a Pfr forma mennyiségének a csdkkenése
(Medzihradszky ¢és mtsai 2013). Ennek megfeleléen az FT mRNS szintje éjszaka a
phyB[S86D] vonalban alacsony, mig a phyB[WT] és phyB[S86A] ndvényekben magas
szintet mutat. Mindent egybevetve az FT expressziés mintazata tokéletes dsszefliggést
mutat a vart phyB Pfr mennyiségével a kiilonb6z0 vonalakban és a kiilonb6zo
kortalmények kozott. A phyB[Y276H] ndvények olyan phyB fotoreceptort
expresszalnak, mely folyamatosan Pfr formaban van, mig a phyB[C357T] novények
esetén pedig a phyB képtelen a kromofor kotésére, igy folyamatosan Pr forméban van.
Mindkét esetben a fényviszonyoktdl fliggetlen konformacios &llapotokrdl van szd. A
phyB[Y276H] ndveények FT expressziés mintazata és virdgzas fenotipusa azonos a
phyB[S86A] esetén kapott eredményekkel, mig a phyB[C357T] a phyB-9mutanshoz
hasonl6 moédon viselkedett, ezzel megerdsitve, hogy a phyB tultermeld ndévények

viradgzas fenotipusadhoz a phyB Pfr formdja sziikséges (16. abra). Mindemellett azt is
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megmutatjdk az eredmények, hogy a rovid nappalos éjszaka mésodik felében
megfigyelhetd esés az FT mRNS szintben nem a csokkend Pfr forma mennyiségének
kOszonhetd, hiszen ez a jelenség megfigyelheté volt a folyamatosan Pfr formaju
phyB[Y276H] vonalban is (16. &bra).

7.2. A phyB tultermelése stabilizalja a CO fehérjét azaltal, hogy gatolja a COP1-
SPA1 komplex miikodését
Az adatainkbol arra kdvetkeztettink, hogy a phyB Pfr forma nagy mennyisége
stabilizalja a CO fehérjét alkonyatkor és az éjszaka folyaman. Ezekben az idészakokban
a COP1-SPA ubikvitin ligdz komplex jatszik jelent6s szerepet a CO fehérje
szabalyozésaban (Jang és mtsai 2008, Laubinger és mtsai 2006). A négy SPA fehérje
(SPA1-4) jelent6sen fokozza a COP1 fehérje ubikvitin ligaz aktivitasat fizikai
interakcion keresztiil (Huang és mtsai 2014). A virdgzasi id6 szabalyozasdban a SPA1
és SPA4 szerepe az els6dleges (Ordonez-Herrera és mtsai 2015). A copl és spa
muténsok kifejezetten révid nappalon kordbban virdgoznak, magasabb a CO fehérje
szint és az FT mRNS szint alkonyatkor, valamint részben éjszaka is (Jang és mtsai
2008, Ordonez-Herrera és mtsai 2015, Laubinger és mtsai 2006). Ezek az eredmények
mindségileg nagyon hasonldoak azokhoz, amiket a phyB taltermeld vonalakban
megfigyeltink. Ebbol arra kovetkeztettiink, hogy a phyB Pfr magas szintje azaltal
gyorsitja a viragzast, hogy gatolja a COP1-SPA komplex miikodését. Szamos
fényaktivalt fotoreceptorrol megmutattdk, hogy kodzvetlen interakcié Gtjan csokkenti
ennek az ubikvitin ligdz komplexnek az aktivitasat. Példaul, a CRY1 kdlcsonhat a SPAL
fehérjével, gyengiti a SPA1 kotédését a COP1 -hez, mely igy gatolja a COP1 funkciojat
(Lian és mtsai 2011). A CRY?2 szintén kdlcsonhat a SPAL proteinnel, fokozza a SPA1
kotodését a COP1-hez, de gatolja a COP1 ubikvitin ligaz aktivitasat a CO felé (Zuo és
mtsai 2011). A kozelmultban mutattdk meg, hogy a phyA és phyB Pfr formaja
kapcsolddni képes a SPAL fehérjéhez, ezéltal gyengiti a SPA1-COP1 koélcsonhatéast,
melynek eredménye az alacsony COP1 aktivitds és a célfehérjék (HFR1 és HY5)
felhalmozodasa (Sheerin és mtsai 2015, Lu és mtsai 2015). Elesztd kéthibrid rendszer és
limitdlt mennyiségii Pfr format eredményez6 fényintenzitas alkalmazaséval
megmutattuk, hogy a vad tipust és a kiilonboz6 foszfomutans phyB receptorok SPAL-
kotési hatékonysaga szoros 0Osszhangban van az adott phyB format taltermeld
vonalakban az éjszaka sordn mért FT mRNS szintekkel (17. abra). Ez alatdmasztja,

hogy a tultermelt phyB Pfr form4ja szabalyozza a CO fehérje szintjét és a viragzasi idot,
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azéltal, hogy rontja a COP1-SPA1 interakciot. A CO fehérje nem az egyetlen
viragzassal kapcsolatos fehérje, amelyet a COP1 szabalyoz, hiszen a co copl dupla
mutans kordbban viragzik, mint a co mutans (Jang és mtsai 2008). Azt talaltuk, hogy a
phyB taltermel6 novényekvirdgzas fenotipusa — ellentétben a copl-4 mutans esetével -
teljes mértékig a CO fehérjétdl fiigg, ami magyarazhato azzal, hogy a phyB hatasa a
COP1 aktivitasara gyengébb, mint a cop1-4 mutécid hatésa.

Ellentétben a phyB taltermelés hatasaval, a phyB Pfr formaja vad tipust névényben
indukélja a CO degradaciojat a nappal soran. Mivel a CO ubikvitinalddik és lebomlik a
proteoszémaban (Valverde és mtsai 2004, Lazaro és mtsai 2012), igy a phyB pozitivan
kell szabalyozzon egy ubikvitin ligazt, amely nem lehet azonos a COP1-SPA
komplexszel. Kordbbi eredményeink szerint a phyB N termindlis régidjanak a 450 és
651aminosav kozotti régidja sziikséges ehhez a funkcidhoz (Palagyi és mtsai 2010). A
HOS1 egy E3 ubikvitin ligaz, mely destabilizalja a CO fehérjét a nappal sorén,
ugyanakkor, amikor a phyB is ezt teszi (Lazaro és mtsai 2012), igy elképzelhetd, hogy a
HOS1 tolti be az ismeretlen ubikvitin ligaz szerepét. Megjegyzendé ugyanakkor, hogy
sem genetikai sem funkciondlis kapcsolatot nem mutattak ki még a phyB és HOS1
kdzott, sem a HOS1 fényszabalyzott aktivitdsara nem derult még fény. Az ZTL, mint az
SCF E3 ubikvitin lighz komplex tagja, szabalyozza a CO stabilitasat reggel (Song és
mtsai 2014). A ZTL koélcsonhat a phyB fotoreceptorral, ami kdzvetitheti a receptor
hatadsat a CO stabilitdsara (Kevei és mtsai 2006, Jarillo és mtsai 2001), bar a ZTL
szlikségesseége a phyB ezen hatdsdéhoz még nem bizonyitott. Mindazonéltal, ennek a
szabalyozasnak a hianya azt eredményezte, hogy az FT szintje emelkedett volt végig a
nap folyaman a phyB-9 novényekben (10. &bra). Ezt a fenotipust teljesen
komplementaltuk a phyB[WT], phyB[S86A] és phyB[S86D] tultermelé vonalakkal,
rdmutatva arra, hogy a viszonylag gyenge korai viragzas fenotipus a phyB[S86D]
noévények esetén, nem a phyB-9 mutans részleges komplementalasa miatt lathato, és
hogy a phyB tlltermelése a nap ezen iddszakaban nem indukal FT expressziot. (7., 10.
abra)

Ezek az adatok egyuttesen arra utalnak, hogy a phyB fotoreceptor szertedgaz6 hatdsanak
a CO stabilithis meghatérozisiban harom f6 aspektusa van: a napszak, a phyB Pfr
mennyisége €s a phyB Pfr altal vezérelt ubikvitin ligaz altali szabalyozéas. A nap els6
felében a phyB indukélja a CO fehérje degradaciojat, flggetlendl attol, hogy a phyB
endogén (vad tipust), vagy taltermelt szinten van jelen. Ebben az idészakban a phyB

valoszinlileg fokozza a mitkddését egy ismeretlen ubikvitin ligaznak, ami a CO
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stabilitds szempontjabol sokkal jelent6sebb esemény, mint a COP1-SPA1l komplex
gatlasa a phyB &ltal. A nap mésodik felében és alkonyat korul az ismeretlen ubikvitin
ligdz szerepe lesz elhanyagolhato, ami legalabb részben a PHL fehérjének koszonheto,
ellensulyozvan a phyB hatdsat. Jollehet a megemelkedett FT szint a phyB-9
novényekben a nap masodik felében azt jelzi, hogy ez a hatds még nem teljesen
hidnyzik. A phyB tultermelése inkadbb indukélja, mint csokkenti az FT mRNS szintjet,
indikalva ezzel a COP1-SPA1 komplex gatlasan keresztil érvényesiilé fokozodo CO-
stabilizald hatas megjelenését. Ejszaka a COP1-SPA1 komplex hatdsa érvényesiil
leginkabb a CO stabilitasan, igy a phyB tultermelése er6s FT indukciot eredményez,
mig vad tipusd ndvenyekben az endogén phyB Pfr szintje valésziniileg nem elégséges
ahhoz, hogy jelentés hatassal legyen a COPI-SPA1l komplexre. A fenti

kdvetkeztetéseinket a 18. abran foglaltuk 6ssze grafikus formaban.

7.3. A phyB szerepe a cirkadian ora felé kozvetitett vordos fény bemenet
szabalyozasaban
Ellentétben a viragzasi id6 meghatarozasaban betoltott szerepével, a phyB hatasa a
cirkadian oOra “sebessegére” folyamatos vords fényben aranyos a jelenlévd fehérjék
mennyiségével: a phyB mutans hossz( periodust fenotipust mutat, mig a phyB
tultermelék periodushossza rovid (Palagyi és mtsai 2010, Hall és mtsai 2002).
Osszhangban a becsiilt phyB Pfr forma mennyiségével, alacsony intenzitasi voros
fényben a phyB[S86A] révidebb , a phyB[S86D] hosszabb periédust mutatott , mint a
phyB[WT] novények, am telitési fényintenzitason a vonalak periédushossza azonos (9.
&bra). Erdemes megemliteni, hogy 35 pmol/m?/s fényintenzitas alatt a phyB[S86D]
periédushossza megegyezik a phyB-9 novények esetén kapott értékekkel. Ezzel
ellentétben a relativ hipokotil hossza ennek a két vonalnak csak egy nagysagrenddel
kisebb voros fényintenzitason valik azonossa. (Medzihradszky és mtsai 2013). Ez arra
utal, hogy az 6ra ritmusa kevésbé érzékeny a phyB Pfr forma mennyiségére, szemben a
hipokotil megnyllas szabalyozadsaval. Azt is megfigyeltik, hogy a fényintenzitas-
valasz gorbéje a phyB[S86A] vonalaknak kevésbé, mig a phyB[S86D] ndvényeknek
fokozottabban meredek a phyB[WT] vonalakhoz viszonyitva. Ez arra utal, hogy a phyB
Ser-86 esetlegesen fényfliggd foszforilacidja szerepet jatszhat abban a folyamatban,

amely soran az 6ra érzékeli a kiilonb6z6 intenzitasa fényjeleket.
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18. abra.Egy modell, mely megmutatja a phyB szerepét a CO stabilitdsanak szabalyozasaban vad
tipusu és phyB tultermel6 névényekben

Reggel a CO degradacidja a jellemz6, amelyben a HOS1 (Lazaro és mtsai 2012) és a phyB (Valverde és
mtsai 2004) vesznek részt, ahogy ezt a tompa végii piros nyilak is jelzik. A nyilak vastagsaga tiikrozi a
mutatott hatas erésségét. Bar a kisérleti bizonyitékok hidnyoznak, de a phyB ezen funkcitja vagy egy
ismeretlen ubikvitin lighzon vagy a HOS1 fehérjén keresztll valosul meg. Ezt a feltételezett hatést
jeloltik zold szaggatott nyillal. A phyB tultermelésének valosziniileg nincs érdemi hatdsa a CO fehérje
szintjére ebben a napszakban.

Alkonyatkor €s este a phyB CO mennyiségére gyakorolt negativ hatdsa lecsokken, valoszinileg a PHL
fehérjének (Endo és mtsai 2013) hatasara. A COP1-SPAL komplex destabilizalja a CO-t, &m ezt a hatast a
fényaktivalt fotoreceptorok (CRY1, CRY2 és PHYA) gatoljak, igy a CO fehérje felhalmozadik (Valverde
és mtsai 2004). A phyB kolcsonhat a SPAL fehérjével, ezaltal szintén gatolja a SPA1-COP1 komplex
miikodését. Mivel ez a hatas erdsebb a phyB thltermelé vonalakban, igy ebben az idében magasabb CO
szintet mérhetiink a phyB fotoreceptort tiltermeld ndvényekben.

Az éjszaka soran, ahogy az aktiv fotoreceptorok eltiinnek, a COP1-SPA1 komplex hatékonyan bontja a
CO fehérjét. Am a phyB taltermeld vonalakban a tartés és hozzavetSlegesen magas phyB Pfr szint miatt
gatlédik a COP1 aktivitasa igy stabilizalodik a CO fehérje.

Az abra a hosszll nappalon torténé molekularis eseményeket abrazolja, ahol a CO mennyisége az este
soran elég magas ahhoz, indukalja a viragzast vad tipusi ndvényekben is, igy a CO mennyiségének
tovabbi emelkedése a phyB thltermeld novényekben nem gyorsitja jelentésen a folyamatot. Mig rovid
nappalon, ahol éjszaka a vad tipusi ndvényekben elhanyagolhato a CO fotoreceptorok Altali
stabilizacioja, a phyB taltermelé vonalakban jelentkezé szignifikdns emelkedés a CO mennyiségében
korai viragzast okoz. Ezek a megfigyelések magyarazzak azt a tényt, hogy a phyB tultermel vonalak
korai virdgzas fenotipusa ugyan hossz(- és rovid nappalon is jelen van, mégis az utdbbi esetén a
kifejezettebb.
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10. Osszefoglalas

Minden él61ény szamara esszencialis a reprodukcio megfeleld id6zitése, kiilondsen igaz
ez a helyhez kotott életmodot folytatd organizmusok (pl.: ndvények) esetében. A
virdgzasi id6 meghatarozasaban a megfeleld fejlddési stadiumon kiviil jelentds szerep
jut a kiils6 koryezeti hatdsoknak, mint a nappal hosszlsaga, a fény mindsége vagy az
abiotikus stressz. Szdmos ndvény esetében a nappal hosszlsaga az a kiilsé paraméter,
amely elinditja a magképzéshez vezetd folyamatokat. Az Arabidopsis thaliana egy
fakultativ hosszu nappalos novény, ami azt jelenti, hogy a viragzas sokkal hamarabb
megtorténik hosszi nappalon (16 éra fény/ 8 6ra sétét), mint révid nappalon (8 6ra fény/
16 ora sotét). A fotoperiodikus id6 mérése Arabidopsisban a belsd cirkadian ora és a
kiilsé kornyezeti fényjelek kozotti interakcion alapul, amelynek kozvetitdi specialis
fotoreceptorok.

A cirkadidn ora ritmikusan szabalyozza a CONSTANS (CO) transzkripcidjat, oly
modon, hogy a CO expresszid6 maximuma csak hossz( nappalon, akkor is az esti
Orakban esik megvilagitott napszakra. Ekkor, a fény jelenlétében, a fitokromA (phyA)
és kriptokrom 1-2 (CRY1 és CRY2) stabilizalja a CO fehérjét azaltal, hogy géatolja a
CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENIC 1 (COP1) E3 ubikvitin ligadz miikddését.
Ezen fotoreceptorok akcios spektrumabdl kdvetkezik, hogy a tavoli vords és a kék fény
a leghatékonyabb ebben a folyamatban. Ezzel ellentétben a phyB — a fényen nétt
novények esetén a dominans vords fényt elnyelé fotoreceptor — indukalja a CO
ligdzt aktival. Ezeknek a hatdsoknak az eredménye a CO fehérje felhalmozddasa az este
soran hosszu nappalos kérilmények kozott.

A CO egy ,zinc-fingerB-box” tipust transzkripcios faktor, ami indukalni képes a
FLOWERING LOCUS T (FT) transzkripciojat. Az FT fehérjérdl allapitottak meg, hogy
ez a régota keresett Gn. florigén, amely a levélben keletkezik, de az apikélis
hajtdsmerisztémaba vandorol a floémen keresztil, ahol indukélja a vegetativ allapotbdl
a reproduktiv allapotba valo attérést, azaltal, hogy virdg merisztéma azonossagi géeneket
aktival. A viragzés fotoperiodikus szabélyozasat befolyasoljék a cirkadian ora és/vagy a
fotoreceptorok funkcidjanak véltozasai. Példaul egy rovid periddusd cirkadidn ora
mutans korai fazisu cirkadian ritmusokat mutat fény/sotét ciklusokon. Az ilyen
mutdnsok tobbsége koran virdgzik rovid nappalon, mert a CO transzkripcidjanak a

maximuma eltolodik az éjszakabol a megel6z6 nappal iddszakaba, ezaltal lehetdveé téve
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FT transzkripcidjat. Masrészt a phyA vagy CRY1-2 hianyos mutins novények késébb
viragoznak hossz( nappalon, a CO stabilizacidjanak a hianya miatt. A phyB mutansok
viszont korabban virdgoznak, ami a felhalmozddd CO fehérjének és a nappal sorén
magas FT transzkripcios szintnek kdszonheto.

Mar régota ismert tény, hogy a phyB tultermelése korai viragzast eredményez
kifejezetten révid nappalon, ami ellentétben all a fotoreceptor viragzas szabalyozasaban
bet6ltott, jol meghatarozott szerepével. A munkank elsédleges célja az volt, hogy
magyarazatot keressink erre a problémara, azéltal hogy leleplezzik a molekularis
mechanizmust, amely alapjan a phyB tultermelése korai viragzast eredményez.

Ismert, hogy a phyB tlltermelése fényfiiggd modon gyorsitja a cirkadian orat (roviditi a
periédushosszt). Megmutattuk, hogy ez a hatas kifejezetten vords fényre igaz, és nem
eredményez korai fazist fehér fény/sotét ciklusokon, ahol a korai virdgzéas fenotipus
egyértelmiien lathaté. Igy eredményeink kizarjak azt a lehetdséget, hogy az éra egy
megvaltozott funkcidja lenne felelds ezért a virdgzas fenotipusért.

A kovetkezd 1épésben meghataroztuk a CO és FT mRNS mennyiségének alakulésat
rovid és hosszi nappalon. A phyB tdltermelésének nem volt hatasa a CO mRNS
szintjére, &m indukalta az FT transzkripcidjat alkonyatkor és az éjszaka soran. Az FT
transzkripcidjanak megemelkedése a rovid nappalos éjszaka soran igen jelent6s mértékii
a vad tipusu névényekben kapott értékekhez képest. A phyB-t az ft-10 mutans hattérben
taltermel6 névények vizsgalatakor kideriilt, hogy a phyB tultermelésének viragzasra
gyakorolt hatdsat teljesen eltlinteti az ft-10 mutacid. Ez alatdmasztotta azt, hogy a phyB
tultermelé novények korai viragzas fenotipusa az FT expressziojanak a megvaltozasaval
magyarazhat6. Erdekességképpen elmondhato, hogy a phyB mutans noévények korai
virdgzasa is a megemelkedett FT transzkripcionak koszonhetd, am ebben az esetben ez
a nappal id6szakara korlatozodik, mig a tultermelé novények esetén az alkonyat és az
éjszaka soran tapasztalt megemelkedett FT kifejez6dés a felelds a fenotipusért.

Mivel az FT £6 aktivatora CO, phyB tultermel6 ([WT], [S86A] vagy [S86D]) co-9 dupla
mutans novényeket hoztunk 1étre, hogy ellendrizziik, vajon a CO sziikséges-e a phyB
tultermeld novények molekularis és fiziologiai virdgzas fenotipusdhoz. Mind a korai
viragzds, mind az FT éjszakai indukcidja megsziint a c0-9 mutdns ndvényekben,
igazolva hogy a phyB magas szintje a CO fehérjén keresztil aktivalja az FT

transzkripcidt. Mivel a CO transzkripcioban nem tortént valtozas, igy levonhatjuk azt a
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kovetkeztetést, hogy a phyB tultermelése fokozza a CO funkcidjat poszttranszkripcios
szinten, valoszintileg a CO fehérje stabilizalasa altal.
Sotétben a fitokromok inaktiv, vords fényt (Amax=600 nm) elnyelé formaban vannak
jelen (Pr forma), ami voros fény hatasara atalakul bioldgiailag aktiv, tavoli vords
(Amax=730 nm) fényt elnyelé forméba (Pfr forma). Az aktiv Pfr forma azonnal és
hatékonyan alakul vissza inaktiv Pr forméba tavoli voros fény hatdsara (fotokonverzio),
vagy egy lassabb, fénytdl fliggetlen folyamat sordn, amit s6tét reverzionak neveznek.
moédon (azaz Pfr formajatol fiiggd modon), a nappal elsé felében. Kiilonbozod
megkdzelitéseket hasznalva vizsgaltuk meg, hogy a phyB tultermelésének hatasa is Pfr
forma fliggé-e. Elészor ,,end-of-the-day” EOD tavoli vords kezelést alkalmaztunk a
rovid nappal végén, hogy eltiintessiik a Pfr formakat még az éjszakat megel6zden. A
kezelés hatasara a phyB tultermel6 vonalakban erésen lecsokkent az FTmMRNS szintje
az ¢éjszaka soran, valamint az alkonyatkor mérhetd expresszios csucs mérete is kisebb
lett, alatdmasztva, hogy az FT szabalyozasa ezekben az iddszakokban a tiltermelt phyB
Pfr formanak koszonhetd. Kovetkezd 1épésben megvizsgaltuk a molekularis és
fiziologiai fenotipusat olyan phyB thltermeld transzgenikus vonalaknak, amelyekben
kondiciondlisan vagy konstitutivan véltozik a phyB Pfr mennyisége. A phyB Ser-86
aminosav foszforil4cidja gyorsitja a receptor sotét reverzidjat, ami negativan
befolyasolja a jelatvitelt nem telitési fényintenzitdson. Rovid nappalon, a phyB[S86A] -
nem foszforilalhatd mutansphyB-t taltermel6-ndvényekben az éjszaka soran magasabb
FT indukciot kaptunk, és korabban is virdgoztak, mint a phyB[WT] -vad tipusu phyB-t
taltermel6 - névények. Ezzel szemben alkonyatkor a phyB[S86D]- allandd foszforilalt
allapotot utanzé mutéans phyB-t tultermeld) - névényekben lathaté FTmMRNS emelkedés
megegyezik a phyB[WT] és phyB[S86A] vonalakban kapott szinttel, &m az éjszakai FT
maximum teljesen hianyzik a phyB[S86D] novényekbol. Megjegyezendd, hogy a
phyB[S86D] novények sokkal késobb (44 levéllel) viragoztak, mint a phyB[WT] (23
levéllel) vagy a phyB[S86A] (17 levéllel) vonalak, &m kor&bban, mint a Col vad
tipust(54 levél) novények. Ezekbdl az adatokbol kovetkezik, hogy az FTéjszakai
indukcidja a legfontosabb tényezd a phyB taltermelé vonalak révid nappalon
megfigyelhetd korai viragzas fenotipusanak kialakitasaban. Hosszil nappalon, minden
phyB taltermeld vonal hasonloFTmRNS szintet mutat alkonyatkor, ami megkozelitleg
kétszer nagyobb, mint a Col esetén kapott szintek. Az FT szint emelkedett marad a
phyB[WT] és phyB[S86A] novényekben az éjszaka soran, de jelentdsen lecsokkent a
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phyB[S86D] vonalakban. Mivel minden tiltermeld vonal hasonl6 idében viragzott és
kordbban, mint a Col ndvények, azt mondhatjuk, hogy az alkonyatkor megemelkedett
FT expresszid a legmeghatarozobb tényez a korai viragzas kialakitdsaban hosszu
nappalon és az FT tartosan magas szintje az ¢jszaka soran nem jarul hozza jelentésen a
fenotipushoz. Rovid- és hosszi nappalos koérilmények kozott is, a fény periddus alatt a
ndvények telitési fényintenzitdsnak voltak kitéve, ezaltal megkdzelitéleg azonos
mennyiségli Pfr képzodott a nappal végére minden vonalban, ami nagyon hasonlé FT
indukciot eredményezett alkonyatkor. A sOtét periodus alatt, a phyB Pfr formak
mennyisége gyorsan csokkent a phyB[S86D] novényekben, a gyorsabb sotét reverzid
miatt, hosszl és rovid nappalon egyarant. A Pfr formak mennyiségének a csdkkenése
lassabb volt a phyB[WT] esetén, de a leglassabb a phyB[S86A] nivényekben volt. igy
az FT mRNS mennyisége az éjszaka soran alacsony volt a phyB[S86D] esetén, viszont
magas volt phyB[WT] és phyB[S86A] novényekben. Mindent egybevetve az FTmRNS
felhalmozodasa Osszhangban van a vart Pfr szintekkel a kiilonb6zdé vonalakban és
kiilonb6z6 koriilmények kozott.

A phyB[Y276H] ndvények olyan phyB fotoreceptort expresszalnak, amely
folyamatosan aktiv Pfr forméaban van, mig a phyB[C357T] vonalaka kromofor kitésére
képtelen, folyamatosan inaktiv Pr formajat fejezik ki a phyB fotoreceptornak, mindkét
esetben fliggetlentl a fényviszonyoktol. A phyB[Y276H] az FTexpresszios profil és
viragzasi id6 tekintetében is hasonld eredményt adott, mint a phyB[S86A], mig a
phyB[C357T] névények gy viselkedtek, mint a phyB-9 mutans, megerdsitve ezzel a
phyB Pfr forma szilkségességét a phyB tultermelé novények korai viragzasanak
fenotipusanak kialakulasahoz.

Az adataink alapjan, a phyB Pfr forma nagy mennyisége feltehetden stabilizalja a CO
fehérjét alkonyatkor és az éjszaka soran. A COP1-SPA ubikvitin ligaz komplex fontos
szerepet jatszik a CO fehérje szint szabalyozasaban, ezekben az idészakokban. A négy
SPA fehérje (SPAL-SPA4) jelent6sen fokozza a COP1 ubikvitin ligaz aktivitasat fizikai
kolcsonhatas réven. A virdgzas szabalyozasaban aSPAL és a SPA4 jatszik igazan fontos
szerepet. A copl és spa mutansok kifejezetten rovid nappalon korabban viragoznak, és
alkonyatkor, valamint részben az éjszaka sordn megemelkedett CO fehérje és az FT
mRNS szint mérheté ezekben a mutansokban. Ezek a fenotipusok mingségileg nagyon
hasonléak azokhoz, amiket a phyB ttltermelé vonalak esetében tapasztalunk, ami
felvetette annak lehetdségét, hogy a phyB Pfr formaja a COP1-SPA komplex részleges

gatlasa révén sietteti a viragzast. A kozelmultban valt ismertté, hogy a phyA és phyB
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Pfr formaja képes kotddni a SPA1 fehérjéhez, ezéltal gatolva a COP1-SPA interakciot,
amely a COP1 aktivitdsanak csokkenését, majd a COP1 célfehérjéinek (HFR1, HY5) a
felszabadulasat eredményezi. Elesztd két hibrid rendszert és limitalt Pfr mennyiséget
eredményez fényintenzitast alkalmazva megmutattuk, hogy a SPAl kotési
hatékonysaga a vad tipust vagy foszfomutans phyB tultermel6khoz szoros dsszefiiggést
mutat az éjszaka mért FT mRNS szintekkel az adott tultermel6 vonalakban. Ez
megerésiti azt, hogy a tiltermelt Pfr formaju phyB szabalyozza a CO fehérje szinteket
¢és a viragzasi id6t, azaltal, hogy gyengiti a COP1-SPA interakciot. Ezzel ellentétben, a
vad tipust névényben a phyB Pfr forméaja indukalja a CO degradéciojat a nappal soran.
Mivel a CO ebben az idészakban ubikvitinalodik és lebomlik a proteoszémaban, igy a
phyB ezen hatdsa egy ismeretlen ubikvitin ligaz phyB Altali pozitiv szabdlyozasan
keresztil valésul meg.

Ezek az adatok egyuttesen arra utalnak, hogy a phyB fotoreceptor szertedgaz6 hatadsanak
a CO stabiliths meghatérozisdban harom f6 aspektusa van: a napszak, a phyB Pfr
mennyisége és egy a phyB Pfr &ltal vezérelt ubikvitin ligaz. A nap els6 felében a phyB
indukélja a CO fehérje degradécidjat, flggetlendl attdl, hogy a phyB endogén (vad
tipust), vagy tultermelt szinten van jelen. Ebben az idészakban aphyB valdsziniileg
fokozza a mikodését egy ismeretlen ubikvitin ligaznak, ami a CO stabilitas
szempontjabol sokkal jelent6sebb esemény, mint a COP1-SPA1 komplex gatlésa a
phyB altal. A nap masodik felében és alkonyat koril az ismeretlen ubikvitin ligaz
szerepe lesz elhanyagolhatd, ami legaldbb részben a PHL fehérjének koszonheto,
ellenstulyozvan a phyB hatasat. Jollehet a megemelkedett FT szint a phyB-9
novényekben a nap masodik felében azt jelzi, hogy ez a hatds még nem teljesen
hidnyzik. A phyB tultermelése inkabb indukalja, mint csokkenti az FT mRNS szintjét,
indikalva ezzel a COP1-SPA1 komplex gatlasan keresztil érvényesiilé fokozodo CO-
stabilizald hatas megjelenését. Ejszaka a COP1-SPA1 komplex hatdsa érvényesiil
leginkdbb a CO stabilitasan, igy a phyB taltermelése erés FT indukciét eredményez,
mig vad tipusu novényekben az endogén phyB Pfr szintje valosziniileg nem elégséges
ahhoz, hogy jelentds hatassal legyen a COP1-SPA1 komplexre.

Ellentétben a viragzasi id6 meghatarozasaban betoltott szerepével, a phyB hatasa a
cirkadian o6ra miukddésére folyamatos vords fényben ardnyos a phyB fehérjék
mennyiségével: a phyB mutans hossz( periddust fenotipust mutat, mig a phyB
taltermel8k periddushossza rovid. Osszhangban a becsiilt phyB Pfr forma

mennyiségével, alacsony intenzitast vorés fényben a phyB[S86A] rovidebb, a
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phyB[S86D] hosszabb periddust mutatott, mint a phyB[WT] noveények, am telitési
fényintenzitason a vonalak periodushossza azonos volt. Erdemes megemliteni, hogy 35
umol/m?/s fényintenzitas alatt a phyB[S86D] periddushossza megegyezik a phyB-9
novények esetén kapott értékekkel. Ezzel ellentétben a relativ hipokotil hossza ennek a
két vonalnak csak egy nagysagrenddel alacsonyabb vords fényintenzitdson valik
azonossa. Ez arra utal, hogy az 6ra mikodése kevésbé érzékeny a phyB Pfr forma

mennyiségére, szemben a hipokotil megnyulas szabalyozasaval.
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11. Summary

Timing of reproduction is vital for any living creatures, but is particularly important for
sessile organisms, like plants. Flowering is regulated by developmental signals, but also
by environmental cues like day length, quality of light or abiotic stress. Many plants use
day length as an indicator of the actual season of the year, to be preferred or avoided as
the time to set seeds. Arabidopsis thalianais a facultative long day plant meaning that
flowering is initiated much earlier in long day (LD) conditions (e.g. 16 h light / 8 h dark
cycles) than in short day (SD) conditions (e.g. 8 h light / 16 h dark cycles).
Photoperiodic time measurement in Arabidopsis is based on the functional interaction of
the endogenous circadian clock and environmental light signals mediated by special
photoreceptors.

The circadian clock rhythmically regulates the transcription of CONSTANS (CO) in a
way that high level of CO expression coincides with light only in the evenings of long
days.At this time of the day, photoreceptors phytochrome A (phyA) and cryptochomes
(CRY1 and CRY2) stabilize the CO protein by inhibiting the function of the
CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENIC 1 (COP1) E3 ubiquitin ligase. Consistent
with the action spectra of these receptors, far-red and blue light are the most effective in
this process. In contrast, phyB, the dominant red light-absorbing receptor in light-grown
plants, promotes degradation of CO during the first half of the day most probably by
enhancing the activity of a yet unidentified ubiquitin ligase.The net effect of these
regulatory processes is the accumulation of CO proteins in the evening of long days. CO
is a Zinc-finger B-box type transcription factor that induces the expression of
FLOWERING LOCUS T (FT). The FT protein is considered as the long-searched
florigen, which is produced in the leaves, but moves to the shoot apical meristem
through the phloem to the shoot apical meristem, where it promotes the transition from
the vegetative to reproductive state by the activation of floral integrator genes. The
photoperiodic regulation of flowering can be affected by alterations in the function of
the circadian clock and/or the photoreceptors. For example, short period clock mutants
show an early phase of circadian rhythms in light/dark cycles. Most of these mutants
flower early in SD conditions, because the peak of rhythmic CO transcription is shifted
from the night to the daytime allowing phyA/CRY1-2-dependent stabilization of CO
and subsequent activation of FT. On the other hand, mutants lacking phyA or CRY1-2
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function flower late in LD conditions, because of the absence of CO stabilization. In
phyB mutants, however, flowering is accelerated, that is caused by accumulation of CO
and high-level transcription of FT during the day.

It has been known for two decades that overexpression of phyB results in early
flowering especially in SD conditions that is in sharp contrast to the well-defined role of
the receptor in the regulation of flowering. The primary aim of our work was to solve
this paradox by revealing the molecular mechanism by which phyB overexpression
accelerates flowering.

phyB overexpression has been known to accelerate the clock (i.e. shortening periods) in
a light dependent manner. We showed that this effect is specific for red light and does
not result in early phasing of circadian rhythms in white light/dark cycles, where the
early flowering phenotype is clearly detectable. Therefore, our results ruled out altered
clock function as the potential cause of early flowering of phyB overexpressors.

In the next step, mMRNA accumulation patterns of CO and FT were determined in SD
and LD conditions. Overexpression of phyB had no effect on CO mRNA levels, but
induced FT expression around dusk and during the night. The increase of FT mRNA in
the phyB overexpressing lines, as compared to that in the wild type, was most dramatic
in the night of SD conditions.Analysis of phyB-OX ft-10 double mutant plants showed
that the effect of phyB overexpression on flowering time was completely suppressed by
the ft-10 mutation. This finding strongly suggested that elevated expression of FT
underlies the early flowering phenotype of phyB overexpressors. Interestingly, early
flowering of phyB mutants is also mediated by increased FT transcription, but this effect
is limited to the daytime; in contrast to the effect of phyB overexpression on FT mRNA
levels that is detected around dusk and in the night.

Since CO is the main activator of FT, we created phyB-OX c0-9 double mutant plants
to test if CO is required for the molecular and physiological flowering phenotypes of
phyB overexpressors. Both early flowering and the induction of FTwere diminished by
the co-9 mutation demonstrating that high levels of phyB up-regulate FT through CO.
Since CO transcription was unaffected, we concluded that phyB overexpression
enhances the function of CO at the post-translational level, most likely by stabilizing the
CO protein.

In the dark, phytochromes are present in the inactive red light (Amax = 660 nm)
absorbing form (Pr), which is converted to the biologically active far-red light (Amax =

730 nm) absorbing conformer (Pfr) upon red light irradiation. The active Pfr form is
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promptly and effectively converted back to the inactive Pr form by absorbing far-red
light (photoconversion), or by a slower, light independent relaxation process called dark
reversion. In wild type plants phyB facilitates degradation of CO in a red light
dependent (i.e. Pfr-dependent) manner in the first half of the day. We employed parallel
approaches to see if the effect of overexpressed phyB is also Pfr-dependent. First, we
applied end-of-day far-red (EODFR) treatments in order to eliminate Pfr forms at the
end of the photoperiod of a short day. The treatment diminished accumulation of FT
mRNA in the night and significantly reduced the peak of FT expression at dusk,
verifying that up-regulation of FT at these times was due to overexpressed phyB Pfr.

Second, we analyzed the molecular and physiological phenotypes of transgenic lines
overexpressing mutant versions of phyB with conditionally or constitutively altered Pfr
levels. Phosphorylation of phyB at Ser-86 has been shown to accelerate dark reversion
of the receptor that affects signaling under non-saturating light conditions. In SD
conditions, phyB[S86A] plants showed slightly higher induction of FT at night and
flowered earlier than phyB[WT] plants. In contrast, phyB[S86D] plants displayed the
same increase in FT mRNA levels at dusk as phyB[WT] and phyB[S86A] plants, but
the peak of FT in the night was completely missing. Accordingly, phyB[S86D] plants
flowered much later (44 leaves) than phyB[WT] (23 leaves) or phyB[S86A] (17 leaves),
but earlier than Col wild type plants (54 leaves). These data indicate that induction of
FT expression in the night plays the major role in early flowering of phyB
overexpressors in SD conditions. In LD conditions, all phyB overexpressing plants
displayed similar FT mRNA levels at dusk that were about 2-fold higher than that in
Col plants. FTlevels stayed high in phyB[WT] and phyB[S86A] plants during the night,
but dropped rapidly in phyB[S86D]. Since all phyB overexpressing lines flowered at the
same time and earlier than Col plants, we concluded that elevated expression of FT at
dusk is the main determinant of early flowering in LDs and persisting high levels of FT
mRNA in the night do not contribute significantly to the phenotype. During the
photoperiod of both SD and LD conditions plants were exposed to saturating fluences of
light producing roughly equal amounts of Pfr by the end of the light phase in all lines
that is reflected in very similar induction of FT around dusk. During the dark period of
both SD and LD conditions, Pfr levels rapidly decreased in phyB[S86D] plants due to
faster dark reversion. Depletion of Pfr was slower in phyB[WT] or even slower in
phyB[S86A] plants. Accordingly, FT levels during the night were low in phyB[S86D],
but high in phyB[WT] and phyB[S86A]. Taken together, the pattern of FT mRNA
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accumulation correlated well with the expected Pfr levels in the different lines and
conditions.

phyB[Y276H] plants express phyB that constitutively exists in the Pfr form, whereas
phyB[C357T] plants produce phyB Pr independent of the light conditions due to
impaired binding of the chromophore. phyB[Y276H] plants showed FT expression
profiles and flowering time identical to those of phyB[S86A] plants, whereas
phyB[C357T] plants behaved as the phyB-9 mutant corroborating the requirement of
phyB Pfr for the flowering phenotype of phyB overexpression.

Our data strongly suggested that high levels of phyB Pfr stabilize the CO protein around
dusk and during the night. The COP1-SPA ubiquitin ligase complex was shown to play
the major role in the regulation of CO protein levels at these times. The four SPA
proteins (SPA1-SPA4) redundantly enhance the ubiquitin ligase activity of COP1 via
physical interactions. SPA1 and SPA4 were shown to be the primary SPA proteins
controlling flowering time. The copl and spa mutants flower early especially in SD
conditions and have increased levels of CO protein and FT mRNA at dusk, but
particularly during the night. These phenotypes are qualitatively very similar to those
we observed for the phyB overexpressing lines. Therefore, we proposed that phyB Pfr
accelerate flowering by partial inhibition of the function of the COP1-SPA complex. It
has been demonstrated recently that the Pfr conformer of phyA and phyB binds to SPA1
disrupting the SPA1-COP1 interaction that results in lower activity of COP1 and
accumulation of target proteins like HFR1 or HY5. Using yeast two-hybrid assays and
light conditions where Pfr levels are limited, we showed that binding efficiency of
SPAL to the wild type or phospo-mutant derivatives of phyB tightly correlated with FT
MRNA levels measured during the night in the transgenic lines overexpressing the
corresponding phyB derivatives. This finding suggests that overexpressed phyB Pfr
controls CO protein levels and flowering time by impairing SPA1-COP1 interaction.In
contrast to the effect of overexpression, phyB Pfr in wild type plants promotes
degradation of CO during the day. Since CO is ubiquitinated and degraded by the
proteasome, phyB is expected to positively modulate the function of an ubiquitin ligase
other than COP1 during the day.

Our data collectively suggest that the net effect of phyB on CO turnover is determined
by the combination of three factors: the time of the day, the level of phyB Pfr and the
particular ubiquitin ligase controlled by phyB Pfr. In the first half of the day phyB

appears to promote degradation of CO, independent of overexpression. phyB enhances
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the function of the unidentified ubiquitin ligase that overrides the effect of inhibition of
the COP1-SPA complex. In the second half of the day and around dusk the function of
the unidentified ubiquitin ligase is less dominant, but the elevated FT levels in the phyB-
9 mutant indicate that this function is not totally absent yet. Overexpression of phyB
induces rather than reduces FT levels indicating the increasing effect of the inhibition of
COP1-SPA. In the night, the COP1-SPA complex has the prevailing effect on CO
stability, thus phyB overexpression results in massive FT induction, whereas in wild
type plants levels of endogenous Pfr are probably not sufficient to significantly affect
the COP1-SPA complex.

In contrast to its role in flowering time determination, the effect of phyB on the pace of
the clock in continuous red light is proportional to the amount of the protein: phyB
mutants show long period phenotypes, whereas phyB overexpressors display shorter
periods. According to the estimated levels of Pfr forms, phyB[S86A] and phyB[S86D]
plants produced shorter and longer periods as compared with phyB[WT] plants at lower
fluences of red light, but periods were identical in these lines under saturating
illumination. Interestingly, periods in phyB[S86D] plants matched the periods in phyB-9
plants at fluence rates lower than 35 pmol m™ s™. In contrast, relative hypocotyl length
in these two plants became identical at more than one order of magnitude lower
fluences of red light. These observations suggest that pace of the clock is much less

sensitive to the amount of phyB Pfr than the control of hypocotyl elongation.
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12. KdszOnetnyilvanitas

A dolgozatban bemutatott kisérletek nagy részét a Magyar Tudomanyos Akadémia
Szegedi Bioldgiai Kutatokozpontjanak Novénybioldgiai Intézetében, a Foto- és
Kronobioldgiai Csoport tagjaként végeztem el.

Koszonettel tartozom csoportvezetdmnek, Dr. Nagy Ferencnek az anyagi és szellemi
tamogatasért, valamint a lehet6ségért, hogy munkamat a csoportban végezhettem el.
Koszonom Dr. Vass Imre igazgaté urnak, valamint Dr. Ormos P4l féigazgatdo trnak
hogy a munkamat lehet6vé tették az intézetben.

Legnagyobb koszonettel témavezetémnek Dr. Kozma-Bognar Laszldnak tartozom, aki
irdnyt mutatott, rengeteg szellemi és gyakorlati segitséget nydjtott mind a disszertacid
megirdsaban, mind a dolgozat alapjaul szolgél6 publikécié elkészitésében.

Koszénom Dr. Adam Evanak a munkam soran nydjtott tdmogatést, segitséget és
tanacsokat.

Koszondm Dr. Gyula Péternek a palyafutdisom kezdetekor nydjtott gyakorlati és
szellemi segitséget.

Kdszéndm Dr. Andreas Hiltbrunner-nek az élesztds kisérleti eredményeket.

Koszondm Dr. Fehér Attilanak hogy elvallalta a disszertaciom biralatat.

Ko6sz6ndm csoportom valamennyi tagjanak az érdeklodést, timogatast és segitséget.
Koszonom Petoné Joszai Katalin és Szaboné Veres Gabriella asszisztenseknek a
kisérletek el6készitésében nyujtott rengeteg segitséget.

Végil, de nem utolsé sorban kdszondm csaladomnak (leginkabb kisfiamnak és

férjemnek) a sok tAmogatast, tirelmet és segitséget.
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