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A KUTATAS ELOZMENYEI

Minden ¢€l61ény szdmdra esszencialis a reprodukcid megfeleld iddzitése, kiilondsen igaz ez a
helyhez kotott €letmddot folytatd organizmusok (pl.: ndvények) esetében. A virdgzasi ido
meghatarozdsaban a megfeleld fejlédési stadiumon kiviil jelentds szerep jut a kiilsd
kornyezeti hatdsoknak, mint a nappal hosszlisdga, a fény mindsége vagy az abiotikus stressz.
Szamos novény esetében a nappal hossziusaga az a kiilsd paraméter, amely elinditja a
magképzéshez vezetd folyamatokat. Az Arabidopsisthaliana egy fakultativ hosszi nappalos
novény, ami azt jelenti, hogy a virdgzas sokkal hamarabb megtorténik hosszi nappalon (16
ora fény/ 8 ora sotét), mint rovid nappalon (8 o6ra fény/ 16 ora sotét). A fotoperiodikus 1d6
mérése Arabidopsisban a belsé cirkadian ora és a kiils6 kornyezeti fényjelek kozotti
interakcion alapul, amelynek kdzvetitdi specidlis fotoreceptorok.

A cirkadian ora ritmikusan szabalyozza a CONSTANS (CO) transzkripcidjat, oly médon, hogy
a CO kifejez0dés maximuma csak hosszii nappalon, akkor is az esti oOrakban esik
megvilagitott napszakra. Ekkor, a fény jelenlétében, a fitokromA (phyA) és kriptokrom 1-2
(CRY1 ¢s CRY2) stabilizdlja a CO fehérjét azaltal, hogy gatolja a CONSTITUTIVE
PHOTOMORPHOGENIC 1 (COP1) E3 ubikvitin ligdz miikodését. Ezen fotoreceptorok
akcids spektrumébol kovetkezik, hogy a tavoli vords €s a kék fény a leghatékonyabb ebben a
folyamatban. Ezzel ellentétben a phyB — a fényen nétt ndvények esetében a dominans vords
egy eddig még ismeretlen ubikvitinligdzt aktival. Ezeknek a hatasoknak az eredménye a CO
fehérje felhalmozodasa az este soran hosszl nappalos koriilmények kozott.

A CO egy ,zinc-fingerB-box” tipusti transzkripcidos faktor, ami indukalni képes a
FLOWERING LOCUS T (FT) transzkripciojat. Az FT fehérjérdl allapitottak meg, hogy ez a
régota keresett un. florigén, amely a levélben keletkezik, de az apikalishajtasmerisztémaba
vandorol a floémen keresztiil, ahol indukalja a vegetativ allapotbol a reproduktiv allapotba
vald attérést, azaltal, hogy virag merisztémaazonossagi géneket aktival. A virdgzas
fotoperiodikus szabalyozéasat befolyasoljdk a cirkadidn ora és/vagy a fotoreceptorok
funkcidjanak valtozasai. Példaul egy rovid peridodusu cirkadian 6ra mutdns korai fazist
cirkadian ritmusokat mutat fény/sotét ciklusokon. Az ilyen mutansok tobbsége kordn viragzik
rovid nappalon, mert a CO transzkripcidjanak a maximuma eltolodik az éjszakabdl a
megel6z6 nappal idészakaba, ezaltal lehetdve téve a phyA/CRY 1/CRY?2 altali stabilizalodéasat
a CO fehérjének, ami igy indukélni képes az FT transzkripciojat. Masrészt a phyA vagy

CRY1-2 hianyos mutdns ndvények késObb viragoznak hosszii nappalon, a CO



stabilizacidjanak a hidnya miatt. A phyB mutansok viszont kordbban virdgoznak, ami a

felhalmoz6do CO fehérjének €s a nappal soran magas F7 transzkripcios szintnek koszonheto.

CELKITUZESEK

Mar régota ismert tény, hogy a phyB taltermelése korai viragzast eredményez kifejezetten
rovid nappalon, ami ellentétben 41l a fotoreceptor virdagzas szabalyozasaban betoltott, jol
meghatarozott szerepével. A munkank elsddleges célja az volt, hogy magyarazatot keressiink
erre a paradoxonra, azaltal hogy leleplezziik a molekularis mechanizmust, amely révén a

phyB tultermelése korai virdgzast eredményez.

ALKALMAZOTT MODSZEREK
o Arabidospisthaliana novények nevelése steril €s tiveghazi koriilmények kozott
e Molekularisklonozasitechnikak
e NoOvényi genomidlis DNS tisztitas
e NoOvényi 6ssz-RNS tisztitas
e kvantitativ valos idejii PCR
e Western-blot analizis
e Transzgenikus novények eldallitasa

e [nvivoluciferdz enzimaktivitas-meghatarozas

EREDMENYEK

1.Ismert, hogy a phyB tultermelése fényfiiggd moddon gyorsitja a cirkadidn orat (roviditi a
periddushosszt). Megmutattuk, hogy ez a hatas kifejezetten vords fényre igaz, €s nem
eredményez korai fazist fehér fény/sotét ciklusokon, ahol a korai virdgzas fenotipus
egyértelmilen lathatd. Igy eredményeink kizarjak azt a lehetéséget, hogy az ora egy

megvaltozott funkcidja lenne felelds ezért a virdgzas fenotipusért.

2.A kovetkez0 1épésben meghataroztuk a CO és FT mRNS mennyiségének alakuldsat rovid €s
hosszi nappalon. A phyB tultermelésének nem volt hatdsa a CO mRNS szintjére, 4m
indukalta az FT transzkripcidjat alkonyatkor €s az ¢éjszaka soran. Az FT transzkripcidjanak
megemelkedése a rovid nappalos ¢jszaka soran igen jelentds mértéki a vad tipusu
novényekben kapott értékekhez képest. A phyB-t az fi-10 muténs hattérben taltermeld

novények vizsgalatakor kideriilt, hogy a phyB tultermelésének virdgzasra gyakorolt hatasat



teljesen eltlinteti az ft-10 mutacid. Ez alatdmasztotta azt, hogy a phyB taltermeld novények
korai viragzas fenotipusa az FT expresszidjanak a megvaltozasdval magyarazhatd.
Erdekességképpen elmondhatd, hogy a phyB mutins novények korai virdgzasa is a
megemelkedett /7 transzkripcidnak kdszonhetd, &m ebben az esetben ez a nappal iddszakara
korlatozodik, mig a tultermeld novények esetén az alkonyat és az €jszaka sordn tapasztalt
megemelkedett F'7T kifejezddés a felelds a fenotipuseért.

Mivel az FT 16 aktivatoraa CO, phyB tultermeld ([WT], [S86A] vagy [S86D]) co-9 dupla
mutans novényeket hoztunk Iétre, hogy ellendrizziik, vajon a CO sziikséges-e a phyB
taltermeld novények molekularis és fiziologiai virdgzas fenotipusdhoz. Mind a korai virdgzas,
mind az FT éjszakai indukcidja megsziint a co-9 mutdns hattérben, igazolva hogy a phyB
magas szintje a CO fehérjén keresztiil aktivalja az FT transzkripciot. Mivel a CO
transzkripcioban nem tortént valtozas, igy levonhatjuk azt a kovetkeztetést, hogy a phyB
tultermelése fokozza a CO funkciojat poszttranszkripcios szinten, valdszintileg a CO fehérje

stabilizalasa altal.

3.S6tétben a fitokromok inaktiv, voros fényt (Amax=600 nm) elnyelé formaban vannak jelen
(Pr forma), ami vords fény hatasara atalakul bioldgiailag aktiv, tavoli vords (Amax=730 nm)
fényt elnyel6 formaba (Pfr forma). Az aktiv Pfr forma azonnal és hatékonyan alakul vissza
inaktiv Pr forméba tavoli voros fény hatasara (fotokonverzid), vagy egy lassabb, fénytdl
fiiggetlen folyamat soran, amit sotét reverzidonak neveznek. Vad tipusti névényekben a phyB
a nappal els6 felében. Kiilonbozé megkozelitéseket hasznalva vizsgaltuk meg, hogy a phyB
taltermelésének hatdsa is Pfr forma fliggé-e. Eloszor ,.end-of-the-day” EOD tavoli voros
kezelést alkalmaztunk a rovid nappal végén, hogy eltiintessiik a Pfr formakat még az ¢jszakat
megelézden. A kezelés hatasara a phyB tultermelé vonalakban erdsen lecsokkent az F7TmRNS
szintje az €jszaka soran, valamint az alkonyatkor mérhetd expresszids csics mérete is kisebb
lett, aldtamasztva, hogy az FT szabdlyozasa ezekben az id6szakokban a taltermelt phyB Pfr

forméanak koszonheto.

4. A kovetkez6 Iépésben megvizsgaltuk a molekularis és fiziologiai fenotipusat olyan phyB
taltermeld transzgenikus vonalaknak, amelyekben kondiciondlisan vagy konstitutivan valtozik
a phyB Pfr mennyisége. A phyB Ser-86 aminosavfoszforilacidja gyorsitja a receptor sotét

reverzidjat, ami negativan befolyasolja a jelatvitelt nem telitési fényintenzitason.



Ro6vid nappalon, a phyB[S86A] - nem foszforilalhatdé mutansphyB-t taltermel6-novényekben
az ¢éjszaka sordn magasabb F7 indukciot kaptunk, és kordbban is virdgoztak, mint a
phyB[WT] -vad tipust phyB-t tdltermeld - novények. Ezzel szemben alkonyatkor a
phyB[S86D]- allando foszforilalt 4llapotot utdnzd mutans phyB-t tultermeld) - novényekben
lathatd FTmRNS emelkedés megegyezik a phyB[WT] és phyB[S86A] vonalakban kapott
szinttel, am az ¢jszakai FT maximum teljesen hianyzik a phyB[S86D] novényekbdl.
Megjegyezendd, hogy a phyB[S86D] novények sokkal késdbb (44 levéllel) viragoztak, mint a
phyB[WT] (23 levéllel) vagy a phyB[S86A] (17 levéllel) vonalak, &m kordbban, mint a Col
vad tipusu(54 levél) novények. Ezekbdl az adatokbodl kovetkezik, hogy az FTéjszakai
indukcidja a legfontosabb tényez6 a phyB tultermeld vonalak rovid nappalon megfigyelhetd
korai viragzas fenotipusanak kialakitasaban.

Hosszu nappalon, minden phyB tultermeld vonal hasonloF7TmRNS szintet mutat alkonyatkor,
ami megkozelitdleg kétszer nagyobb, mint a Col esetén kapott szintek. Az FT szint
emelkedett marad a phyB[WT] és phyB[S86A] ndvényekben az ¢jszaka soran, de jelentdsen
lecsokkent a phyB[S86D] vonalakban. Mivel minden tultermelé vonal hasonlé idében
viragzott €és koradbban, mint a Col ndvények, azt mondhatjuk, hogy az alkonyatkor
megemelkedett FTexpresszida legmeghatarozobb tényezd a korai virdgzas kialakitdsaban
hosszi nappalon és az FT tartdsan magas szintje az ¢jszaka soran nem jarul hozza jelentésen a
fenotipushoz. Rovid- és hosszii nappalos koriilmények kozott is, a fény periddus alatt a
novények telitési fényintenzitasnak voltak kitéve, ezaltal megkozelitdleg azonos mennyiségii
Pfr képzddott a nappal végére minden vonalban, ami nagyon hasonld F7 indukciot
eredményezett alkonyatkor. A sotét periodus alatt, a phyB Pfr formédk mennyisége gyorsan
csokken a phyB[S86D] novényekben, a gyorsabb sotét reverzid miatt, hossza és rovid
nappalon egyarant. A Pfr formak mennyiségének a csokkenése lassabb a phyB[WT] esetén,
de a leglassabb a phyB[S86A] ndvényekben. Ezzel magyardzhatd, hogy az FT mRNS
mennyisége az ¢jszaka 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 kiilonb6z6 vonalakban és kiilonbdz6 koriilmények
kozott.

A phyB[Y276H] novények olyan phyB fotoreceptortexpresszalnak, amely folyamatosan aktiv
Pfr formaban van, mig a phyB[C357T] vonalaka kromofor kotésére képtelen, folyamatosan
inaktiv Pr formajat fejezik ki a phyB fotoreceptornak; mindkét esetben a fényviszonyoktol
fiiggetleniil. A phyB[Y276H] az FTexpresszios profil és viragzasi id6 tekintetében is hasonlo
eredményt adott, mint a phyB[S86A], mig a phyB[C357T] ndvények ugy viselkedtek, mint a
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phyB-9 mutans, megerdsitve ezzel a phyB Pfr forma sziikségességét a phyB tultermeld

novények korai virdgzasanak fenotipusanak kialakulasahoz.

5.Az adataink alapjan, a phyB Pfr forma nagy mennyisége feltehetden stabilizalja a CO
fehérjét alkonyatkor és az éjszaka soran. A COP1-SPA ubikvitin ligdz komplex fontos
szerepet jatszik a CO fehérje szint szabalyozasaban, ezekben az iddszakokban. A négy SPA
fehérje (SPA1-SPA4) jelentésen fokozza a COP1 ubikvitin ligdz aktivitdsat fizikai
kolcsonhatas révén. A viragzas szabalyozdsaban aSPAI1 és a SPA4 jatszik igazan fontos
szerepet. A copl ¢és spa mutansok kifejezetten révid nappalon kordbban viragoznak, és
alkonyatkor, valamint részben az éjszaka soran megemelkedett CO fehérje és az FT mRNS
szint mérhetd ezekben a mutansokban. Ezek a fenotipusok mindségileg nagyon hasonldak
azokhoz, amiket a phyB tultermeld vonalak esetében tapasztaltunk, ami felvetette annak
lehetdségét, hogy a phyB Pfr formdja a COP1-SPA komplex részleges gatlasa révén sietteti a
viragzast. A kozelmultban valt ismertté, hogy a phyA és phyB Pfr forméja képes kotddni a
SPA1 fehérjéhez, ezaltal gatolva a COP1-SPA interakciot, amely a COP1 aktivitdsanak
csokkenését, majd a COP1 célfehérjéinek (HFR1, HYS5) a felszabaduldsat eredményezi.
Eleszté két hibrid rendszert és limitalt Pfr mennyiséget eredményezé fényintenzitast
alkalmazva megmutattuk, hogy a SPA1 kotési hatékonysaga a vad tipust vagy foszfomutans
phyB ttltermelokhoz szoros 0sszefliggést mutat az €jszaka mért F7 mRNS szintekkel az adott
taltermeld vonalakban. Ez megerdsiti azt, hogy a taltermelt Pfr formaja phyB szabédlyozza a
CO fehérje szinteket és a viragzasi idot, azaltal, hogy gyengiti a COP1-SPA interakcidt. Ezzel
ellentétben, a vad tipusi novényben a phyB Pfr formdja indukdlja a CO degradaciojat a
nappal soran. Mivel a CO ebben az iddszakban ubikvitindlodik ¢€s lebomlik a
proteoszémaban, igy a phyB ezen hatdsa egy ismeretlen ubikvitin ligdz phyB altali pozitiv

szabalyozasan keresztiil valosul meg.

6.Ellentétben a virdgzasi 1d0 meghatarozasaban betoltott szerepével, a phyB hatésa a
cirkadidn 6ra mikodésére folyamatos vords fényben aranyos a phyB fehérjék mennyiségével:
a phyB mutans hosszi periddusu fenotipust mutat, mig a phyB tultermel6k periddushossza
rovid. Osszhangban a becsiilt phyB Pfr forma mennyiségével, alacsony intenzitisti vords
fényben a phyB[S86A] rovidebb, a phyB[S86D] hosszabb periddust mutatott, mint a
phyB[WT] novények, am telitési fényintenzitdson a vonalak periodushossza azonos volt.
Erdemes megemliteni, hogy 35 pmol/m”/s fényintenzitas alatt a phyB[S86D] perioédushossza
megegyezik a phyB-9 novények esetén kapott értékekkel. Ezzel ellentétben a relativ
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hipokotilhossza ennek a két vonalnak csak egy nagysagrenddel alacsonyabb voros
fényintenzitason valik azonossa. Ez arra utal, hogy az 6ra miikodése kevésbé érzékeny a phyB
Pfr forma mennyiségére, szemben a hipokotil megnyulds szabalyozdsaval. Azt is
megfigyeltiik, hogy a fényintenzitas-valasz gérbéje 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 ora érzékeli a kiilonb6z6 intenzitasu fényjeleket.

KOVETKEZTETESEK

Adataink egylittesen arra utalnak, hogy a phyB fotoreceptor szerteagazo hatdsanak a CO
stabilitas meghatarozasaban harom f6 aspektusa van: a napszak, a phyB Pfr mennyisége ¢€s
egy a phyB Pfr altal vezérelt ubikvitin ligdz. A nap els6 felében a phyB indukalja a CO
szinten van jelen. Ebben az iddszakban aphyB valdszinlileg fokozza a miikddését egy
ismeretlen ubikvitin ligdznak, ami a CO stabilitds szempontjabol sokkal jelentdsebb esemény,
mint a COP1-SPA1 komplex gatlasa a phyB altal. A nap masodik felében €s alkonyat koriil az
ismeretlen ubikvitin ligdz szerepe lesz elhanyagolhatd, ami legalabb részben a PHL
fehérjének koszonhetd, ellensulyozvan a phyB hatésat. Jollehet a megemelkedett FT szint a
phyB-9 novényekben a nap mdasodik felében azt jelzi, hogy ez a hatds még nem teljesen
hianyzik. Ebben az idészakban a phyB taltermelése inkdbb indukélja, mint csokkenti az FT
mRNS szintjét, indikdlva ezzel a COP1-SPA1 komplex gatlasan keresztiil érvényesiild
fokozodé CO-stabilizaldo hatds megjelenését. Ejszaka a COP1-SPA1 komplex hatasa
érvényesiil leginkabb a CO stabilitdsan, igy a phyB tultermelése erdés FT indukciot
eredményez, mig vad tipusii novényekben az endogén phyB Pfr szintje valdsziniileg nem

elégséges ahhoz, hogy jelentds hatassal legyen a COP1-SPA1 komplexre.
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