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BEVEZETES

1 BEVEZETES

A kedvezdtlen kornyezeti koriilmények hatasara a mezdgazdasagi novénytermesztés
hatalmas kérokat szenved minden évben. A kornyezeti stressz szempontjabol a talaj
magas sokoncentracioja vagyis a szikesedés, a szarazsag, a téli vagy kora tavaszi fagyok
miatti fagykar azok a tényezOk, amik hazankban legnagyobb koérnyezeti problémat
jelentik. A hideg, a szarazsag illetve a so stressz kozds élettani karosodast is jelent, ami
sejt szinten ozmotikus stresszként jelentkezik. A novények egy Osszetett védekezési
mechanizmussal rendelkeznek, hogy megbirk6zzanak az ozmotikus stressz okozta
karosodasokkal. A stressz érzékelését kovetden 0Osszehangolt jelatviteli halozatok
aktivalodnak, ezek génkifejez0dés valtozasokat hoznak létre, amelyek biokémiai €s
fiziologiai valaszok formajaban fejezddik ki. A stressz érzékelés és a jelatvitel
komplexitdsa bonyolultta teszi ezen mechanizmusok €s kapcsolataik megértését.
Kutatdcsoportunk az ozmotikus stressz valaszt €s az az elleni védelmi reakcidkat
tanulmanyozza a magasabb rendii novények szintjén, genetikai modellként a
sz¢leskorben alkalmazott keresztesviragu Arabidopsis thaliana fajt alkalmazva. Egy
riportergén aktivacion alapuld genetikai rendszert dolgoztunk ki, amely alkalmas a
kornyezeti stresszhez kapcsolt jelatvitel ez i1daig ismeretlen szabalyoz6 elemeinek

azonositasara.
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2 IRODALMI ATTEKINTES

2.1 NOVENYI STRESSZ VALASZOK OZMOTIKUS STRESSZ SORAN

A novények gyakran ki vannak téve stresszhatdsoknak, amelyek hatranyosan
befolyasoljak a novekedésiiket, fejlodésiiket és termoképességiiket. A stressz tényezdk
lehetnek biotikusak, amiket mas él0 szervezetek okoznak és abiotikusak, amiket a
megvaltozott fizikai vagy kémiai kornyezet idéz eld. A stressz a ndvényi sejtben a
valaszok sokasagat valtja ki, amik megvaltoztatjdk a génkifejez0dés mintazatat és az
anyagcsere folyamatokat, és ezek a novény novekedésére és fejlodésére is kihatdssal
lesznek. Azt, hogy a ndvény hogyan fog valaszolni a stresszre, meghatdrozza a stressz
id6tartama és mértéke, de szintén fontos tényezok a ndvény genetikai adottsagai vagy
fejlédési allapota stb. A stressz valasz altalanos funkcidja az, hogy lehetévé tegye a
ndvény szamara a kedvezdtlen hatdsokhoz valod alkalmazkodast, a ndvény talélését. A
mechanizmus bonyolultsdga miatt a ndvényi stressz valasz szamos elemének szerepe
még nem tisztazott.

Az abiotikus stresszre adott novényi valaszok koziil, leginkabb a szarazsagra, a
talaj magas sokoncentracidja altal kivaltott so stresszre, és az alacsony homérséklet (de
nem fagyas) altal kivaltott hideg stresszre adott valaszokat tanulmanyoztak. Mindhdrom
hatas hiperozmolaritast idéz eld, megvaltoztatja a novényi sejt citoplazmajanak ion
Osszetételét, karositja a biologiai membranokat. E stressz tényezoknek mas hatasuk is
lehet, pl. magas sO tartalma talajon a Na“, CI, SO4> ionok toxikus koncentracioban
felhalmozodhatnak a citoplazméaban. (Munns és Tester, 2008). A hiperozmolaritas
masodlagos stresszeket is generalhat, ilyen az oxidativ stressz, amit a felszaporodott
reaktiv oxigén formdk (ROS) okoznak. A ROS rendszerint normalis sejt aktivitas
kovetkeztében is képzddik (fotorespiracid vagy zsirsavak B-oxidacidja) de a szintjiik
emelkedhet amikor a névényeket biotikus vagy abiotikus stressz éri (Mittler, 2002).

Az ozmotikus stressz érzékelését kdvetden a novényi sejten beliill komplex

jelatviteli folyamat indul, ami szamos célgén aktivitdsanak megvaltozasat idézi eld, ezek
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arra iranyulnak, hogy a ndvény ellenalljon. A vizpotencial csokkenése sokszor még
visszafordithatd az ozmotikus viszonyok szabalyozasaval, sok novény szerves
ozmolitokat képes felhalmozni a citoplazmajaban. A glicin-betain, mannitol, szorbitol,
prolin stb. ozmoprotektansok, az ozmotikus kiilonbséget probaljak fenntartani a
citoplazma ¢s az extracelluldris tér kozott, de nem zavarjdk a sejt funkcidkat. Az
ozmolitok felhalmozddasa mellett, enzimatikus antioxiddnsok ¢és specidlis novényi
fehérjék kifejezddése fokozodik, ilyenek a hidrofil karakteri LEA fehérjék (late
embryogenesis abundant), aquaporinok, kiilonb6zé chaperonok és patogenezishez
kapcsolt fehérjék (Bray és mtsai, 2000). Ezen gének termékei segithetnek a névénynek,
hogy alkalmazkodjon, tuléljen vagy ,tiltegye” magat a kedvez6tlen koriilményeken.

A stressz valaszok szabalyozasaban részt vesznek a novényi hormonok, a
legfontosabb megemliteni az abszcizinsavat (ABS). Az ozmotikus stressz hatisara az
ABS felhalmozodik a szdvetekben (Bray, 1993; Zhu, 2002). Az ABS felhalmozddasa
kulcsszerepet jatszik a stressz adaptacioért feleldés folyamatok szabalyozasaban, pl. a
gazcserenyilasok zardsejt mikodésének szabalyozéasa (Schroeder €s mtsai, 2001; Zhang,
1991), de hatassal van a hajtas és a gyokér ndvekedésére (Sharp és LeNoble, 2002), vagy
az ozmolitok, mint a prolin felhalmozodéasara (Strizhov és mtsai, 1997). Az ABS
génkifejezodés valtozasok eldidézéséért is felelds (Bray, 1993; Hirayama és mtsai, 1997;
Shinozaki és Yamaguchi-Shinozaki, 1997).

Az etilén (CyHy) egy gdznemi novényi hormon szamos fejlédési folyamatban és
stressz valaszban részt vesz. Fontos szerepe van a csirazasi folyamatokban, sejt sors
kialakitasaban, a nem meghatarozasban, gyiimolcsérésben, a virdg szeneszcenciaban,
levél levalasban és fontos a patogén fertdzes €s sebzés elleni valaszreakciokban (Johnson
¢és Ecker, 1998). Az etilén jelatvitel Osszefiiggésbe hozhato a so stressz altal kivaltott
valaszokkal, valamint részt vesz a so tolerancia kialakitasaban is (Cao és mtsai, 2006;

Cao ¢és mtsai, 2008).

2.1.1 A stressz érzékelése

Az abiotikus stressz elsddleges érzékelésének mechanizmusa még nem tisztazott.
Valosziniileg a stressz tipusatol fiiggéen a stressz érzékelését a plazmamembran
eeqee v - r . . , ror 1: r r Foo s 2+ .
kiilonb6z6 receptorai végzik, a jel tovabbitodik és masodlagos hirvivok Ca™, inozitol

foszfatok és reaktiv oxigén formak (ROS) mennyiségének ndvekedését idézi eld. A
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baktériumok az ozmotikus viszonyok megvaltozasat a két-komponensii hisztidin-kinaz
szignal atviteli rendszerrel érzékelik, ami egy mechanikus érzékeld és egy valasz-
szabalyzo fehérjébdl all (Parkinson és Kofoid, 1992). Az élesztdben ugyanezt, a
bakterialis két-komponensii rendszerbdl szarmaztathaté Slnlp-Ssklp végzi. Az
ozmoszenzorként mikddé Slnlp transzmembran fehérje, tartalmaz egy extracellularis
érzékeld-, egy citoplazmatikus hisztidin-kindz-, és egy foszfat fogadé domént. Az Sinlp
vizveszteség hatdsara egy tobblépéses foszfotranszfer reakcion keresztiil aktivalja a
citoplazmatikus Ssklp valasz-szabalyz6 fehérjét, ami a HOG1 MAP-kinaz kaszkadot
szabalyozza (Posas és mtsai, 1996). Dehidratalt Arabidopsis ndvényekbdl izolaltak egy
feltételezett ozmoszenzort, a hibrid Hisztidin-kinaz 1-et (AtHK1), ami a két
transzmembran ¢és egy hisztidin-kindz doménje mellett, tartalmazza a vélasz-szabalyzo
domént is. Az AtHKI1 fehérjét slnl mutins élesztében thltermelve sikeriilt
szuppresszalniuk az ¢€leszt0 letalitasat (Urao és mtsai, 1999). Az AtHK1 az ozmotikus
stressz jelatvitel, csirazas és novekedés pozitiv szabalyzdja, viszont a vele homoldgiat
mutat6 citokinin receptor fehérjékrdl (AHK2, AHK3 és CRE1) kideriilt, hogy az
ozmotikus stressz negativ szabalyzasaban vesznek részt (Heyl és Schmulling, 2003; Tran
¢és mtsai, 2007).

Az etilén hormon érzékelését szintén hibrid hisztidin-kindz tipusu receptorok
végzik, ezek transzmembran doménje az etilén kotésére képes. Az etilén receptor
hisztidin-kindzok két csoportra oszthatok. Arabidopsisban az 1-es tipust etilén
receptorok kozé tartozik az ETR1 és ERS1 fehérje, ezek tartalmazzak az ismert érzékeld,
hisztidin-kinaz és vélasz szabalyzo6 doméneket, viszont a 2-es tipusu receptorok (ETR2,
ERS2 ¢s EIN4) hisztidin-kindz doménje degeneralt. Az etilén receptor fehérjékre
jellemz6, hogy tartalmaznak egy un. GAF domént is, mellyel olyan kis molekulakat
tudnak megkdotni mint pl. a cGMP. (Schaller, 2002). Az etilén receptorok részt vesznek a
stressz valaszokban, ezt tdmasztja ald az, hogy a dohany 2-es tipusu etilén receptora az
NtHK, s6- és ozmotikus stressz valamint sebzés hatasara is indukalodik (Zhang, 2001).

A novényi G-proteinek fontos szerepet toltenek be kiilonbdzé hormonok
fogadasaban ¢s ion csatorndk szabdlyozasaban, feltételezhetd bizonyos G-protein

kapcsolt receptorok jelentOsége a stressz érzékelésében (Chen és mtsai, 2004).
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2.1.2 Masodlagos jelatviteli mechanizmusok ozmotikus stessz valasz soran

A stressz elsddleges érzékelése utan a szenzorok foszforilacion és defoszforilacion
alapulo jelatviteli kaszkadokat inditanak el. A fehérje kindzok és foszfatdzok génjei
altaldban a kiillonbozoé stresszhatasok altal aktivalodnak (Lee és mtsai, 1999; Luan,
1998). A stressz valaszok soran bekovetkezd foszforilacios 1épéseket sok esetben az
SnRK (sucrose non-fermenting related kinase) fehérje csalad tagjai végzik.

Egy korai esemény ami a vizveszteséget, a sO ¢és alacsony hdémérséklet altal
kivéltott stressz érzékelését koveti a citoplazma Ca®™ szintjének megemelkedése. A
megnovekedett Ca®” szintet a kalcium-koté fehérjék érzékelik, konformacidjuk a Ca®-tol
fliggden megvaltozik €s igy kapcsolatba tudnak 1épni a megfelelé kdlcsonhato partnerrel.
Tipikusan ilyen ,kalcium-szenzorok™ a kalmodulin, a kalcium-fiiggd fehérje kindzok
(CDPK) és a Ca®" szabalyozott protein foszfatazok. T6bb publikaci6 is beszamolt arrol,
hogy kiilonb6zd abiotikus stressz érzékelését kdvetden bizonyos ndvényi kalmodulinok
vagy CDPK-k aktivalédnak (Braam és Davis, 1990; Harding és mtsai, 1997; Saijo és
mtsai, 2000; Urao és mtsai, 1994).

A kalcium-fiiggd fehérjék kozé tartozik a SOS3 (salt overly sensitive), ami
létfontossagli az Arabidopsis soé-indukalta Ca®" jelatvitelében és a s tolerancia
kialakitasaban. A SOS3 egy membran asszocialt fehérje 3 citoplazmatikus Ca”" kotd EF-
karral, aminosav szekvencidja hasonlosdgot mutat az éleszté Ca”*/kalmodulin-fiiggé
fehérje foszfataz, a kalcineurin B-alegységével és allati neuronalis Ca®" szenzorokkal
(Ishitani, 2000). A megemelkedett Ca®" szint hatasira az SOS3 kolcsonhatésba 1ép a
SOS2-vel, ami egy SnRK3 csaladba tartozd protein kindz (Halfter és mtsai, 2000). Az
SOS2-SOS3 kindz komplex foszforildlja a hosszu citoplazmatikus nyulvannyal
rendelkezd transzmembran SOS1 Na'/H' antiporter fehérjét (Qiu és mtsai, 2002). A
SOS1 fehérje fontos komponense a sejt Na' és K homeosztazisanak (Shi és mtsai,
2000).

Egy masik kalcineurin-B tipust fehérje az Arabidopsis CBL1 foszfataz, alacsony
hémérséklet, s6 és szarazsdg hatdsara egyarant indukalik, de kiilonb6z6 modon
szabalyozza a stressz valaszokat: a szarazsag €s so stressz valaszoknak pozitiv, a hideg
stressz valaszoknak negativ szabalyozdja (Cheong és mtsai, 2003). A CBL tipusu
fehérjék mai ismereteink szerint kizdrdlag SnRK3 kindzokkal 1épnek kolcsonhatasba,

Ca’" kdzvetitette modon (Luan és mtsai, 2002).
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Az ABII ¢és ABI2 PP2C tipusu foszfatazok kozvetleniil az ABS érzékelését
kovetd jelatvitel negativ szabalyzoi, az SnRK2 protein kindzok autofoszforilacidjanak
gatlasaért felelések (Merlot és mtsai, 2001; Yoshida és mtsai, 2006). A kozelmultban
azonositott START funkcionalis domént tartalmazé PYL1 fehérje ABS receptorként
mukodik. Az ABS koncentracidjanak novekedésével a PYL1 ABS-t kot, és ennek
PYL1 az ABII foszfataz aktiv helyéhez tud kotddni és ezaltal megakadalyozza annak
mukodését, tehat az SnRK2 kindzok aktiv allapotba keriilnek (Miyazono és mtsai, 2009).
Az SnRK2 kindzok az ozmotikus stressz valaszokban az ABS kozvetitett jelatvitel
legfontosabb pozitiv szabalyzo6i, olyan transzkripcios faktorokat aktivalnak, melyek
stressz valasz gének kifejezodéséért felelosek (Fujita, 2009).

Az abiotikus stressz jelatvitel kozvetitésében fontos szerepiikk van a MAP-kindz
(mitogen-activated protein) kaszkadoknak. Az Arabidopsis mellett lucernaban és
dohényban is azonositottak kiilonb6zd stressz hatasokra indukalodd6 MAP-kinazokat.
Valoszintsithetd, hogy az Arabidopsis AtHK1 ozmoszenzor az éleszté mintdjara egy
MAP-kindz kaszkadot aktival (Ligterink és Hirt, 2001; Mikolajczyk és mtsai, 2000;
Munnik és mtsai, 2000).

Szamos tanulmany tdmasztja ala, hogy a foszfolipidek is részt vesznek az
abiotikus stressz valaszokban. A foszfolipid kozvetitette jelatvitel masodlagos hirvivdi,
az inozitol-trifoszfat (IP;), diacil-glicerol (DAG), foszfatidsav (PA) stb. tovabb
fokozhatjak az intracellularis Ca®" szintet vagy MAP-kinaz kaszkadokat aktivalhatnak
(Hirayama és mtsai, 1995; Lee és mtsai, 2001; Mikami és mtsai, 1998; Munnik és mtsai,
2000; Wu és mtsai, 1997; Xiong és mtsai, 2001; Zhu, 2002).

A noOvényekben abiotikus stressz hatasdra reaktiv oxigén fajtdk (ROS)
halmozodnak fel. A ROS magaba foglalja a hidrogén peroxidot (H,O,), hidroxil
gyokoket és szuperoxid anionokat. Az H,O, élesztében, allatokban és ndvényekben is
képes MAPK kaszkadok aktivalasara, feltételezhetéen gy, hogy a tirozin-foszfatazok
konzervalt cisztein oldallancat oxidalja, aminek hatdsdra a receptor-tirozin kindzok

aktivalt allapotba kertilnek (Kovtun és mtsai, 2000; Rhee és mtsai, 2000; Singh, 2000).
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2.1.3 Az ABS szerepe a stressz valaszokban

Az ABS hormon szerepet jatszik a novény bizonyos ndvekedési és fejlodésbeli
folyamataiban, azonban {6 funkcidja az abiotikus (és részben biotikus) stressz valaszok
szabalyozasaban van. A stressz jelatviteli folyamatokban az ABS felhalmozddaséaért az
ABS bioszintézis enzimeinek gén aktivalodasa és a lebontd fehérjék génjeinek gatlasa
felelos (Finkelstein, 2002). Az ABS bioszintézis bizonyos 1épéseit szabalyozo fehérjék
génjei multi-gén csaladokba tartoznak. Egy adott géncsalad tagjai altalaban ugyanazt a
funkciot latjak el, de aktivalodasuk kiillonbozé stresszhatdsokra vagy kiillonbozo
fejlédésbeli allapotokban torténhet, vagy éppen az ABS bioszintézis szerv €s szovetek
specificitasat biztositjak (Finkelstein, 2002). Az ABS bioszintézis enzimeinek
azonositdsa dohéany, kukorica, paradicsom és Arabidopsis ABS-hidnyos mutansainak
(abal, aba2, vpl4, nced, aao) genetikai analizisével tortént (Bittner és mtsai, 2001;
Duckham, 1990; Iuchi és mtsai, 2000; Marin és mtsai, 1996; Neill, 1998; Schwartz és
mtsai, 1997; Seo és mtsai, 2000).

Arabidopisban két folyamatot azonositottak, melyek az ABS lebontasaért
felelosek. Oxidativ tipust katabolizmus az ABS 8'-hidroxilacidja, melyet a citokrom
CYP707A csalad fehérjéi végeznek (Umezawa és mtsai, 2006). Az ABS szénhidrat-
konjugatumok képzdédésével is inaktivalédhat, aminek mechanizmusa még nem
tisztazott. Azonositottak egy Arabidopsis mutanst, melyben az ABA inaktiv allapotban
maradt stressz koriilmények kozott is. A BGI gén terméke egy B-gliikkozidaz, ozmotikus
stresszre indukalodik és az ABS-t felszabaditja a konjugatumaibo6l (Lee és mtsai, 2006).

Az ABS egyik fontos élettani hatdsa a mag nyugalmi allapotanak fenntartasa, ez
biztositja azt, hogy a mag ne csirdzzon ki kedvezodtlen koriilmények kozott. Masik fontos
hatasa az, hogy a csirdzast kovetden feltartoztathatja a csiranévények ndvekedését, amig
a koriilmények nem javulnak (Lopez-Molina és mtsai, 2001). A ndvény fejlodésének
kés6bbi szakaszaiban az ABS f6leg a stressz valaszok szabalyozasaban vesz részt, fontos
a gazcsere nyilasok miikddésében betoltott szerepe. Az ABS jelatviteli folyamatainak
megértésében, foleg olyan Arabidopsis mutdnsok tanulmanyozasa segitett, melyek
érzéketlenek az ABS csirdzas vagy csirazas utdni novekedés gatlo hatasara. Az ABS
érzéketlen mutansok (abil, abi2, abi3) jellemzése segitett azonositani nemcsak a mag
csirdzasanak, de a zardsejt mikodés szabalyozasanak jelatviteli komponenseit is

(Assmann, 2003; Finkelstein és mtsai, 2002). Az ABI1 ¢és ABI2 fehérjék PP2C
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szerin/treonin protein foszfatdzok, az ABS jelatvitel negativ szabalyzdi a mag nyugalmi
allapotaban ¢€s a csirazasban (Leung és mtsai, 1994; Rodriguez és mtsai, 1998). Ezek a
foszfatazok a zardsejtek ABS kozvetitette jelatvitelében is részt vesznek (Allen és mtsai,
1999). Az Arabidopis genom 76 PP2C tipusu gént kddol és ezek koziil mar tovabbi 4-rél
deriilt ki (AHG3, HABI, HAB2, AHGI), hogy részt vesz az ABS jelatvitel negativ
szabalyozasaban (Hirayama ¢s Shinozaki, 2007). Az ,,ABS érzéketlen” transzkripcids
faktorok ABI3, ABI4 és ABIS pozitivan szabalyozzdk az ABS jelatvitelt a csirazas
soran. Az ABI3 egy B3 doménnel rendelkezd transzkripcios faktor, kulcs szerepe van az
embriogenezisben, az ABI4 egy AP2/ERF tipust, az ABI5S egy bZIP tipusu
transzkripcids faktor, ezek foleg a mag csirdzas és csirandvény fejlodésében jatszanak

szerepet (Finkelstein és mtsai, 2002; Giraudat és mtsai, 1992).

2.1.4 A génkifejezodés valtozasai ozmotikus stressz soran

Az ozmotikus stressz érzékelését kovetd jelatviteli folyamatok végsé soron
génkifejez0dés valtozasokat idéznek eld. A génkifejez6dés valtozdsok iddbeni
lefutasukat tekintve korai vagy késoi valaszokra csoportosithatéak. A korai valasz gének
a stressz érzékelését kovetd perceken belill indukalodnak és rovid ideig, atmenetileg
mikodnek, néhany oOra mulva aktivitasuk csokkenni kezd. Ezek a gének fbleg
transzkripcids faktorokat és mas szabalyzo fehérjéket kddolnak. A stressz valasz gének
masik csoportja lassan és fokozatosan aktivalodik, akar orakkal a stressz érzékelése utan
és mikodésiik sokdig aktiv marad. Ide tartoznak a legfontosabb stressz valasz ¢és
alkalmazkodasért felelds gének (Zhu, 2002).

A szédrazsag ¢és magas sO koncentracio altal kivaltott génkifejez6dés valtozasok
torténhetnek ABS-fiiggd és ABS-fliggetlen modon is, ugyanakkor a hideg hatasara féleg
ABS-fiiggetlen génkifejez6dés valtozasok jatszodnak le (Shinozaki és Yamaguchi-
Shinozaki, 2000). Az ABS kozvetitette jelatviteli utakban szamos stressz adaptacioért
felelos gén kifejezodése aktivalodik, ilyenek pl. az aquaporinok vagy az
ozmoprotektansok bioszintézisének enzimei (Parent és mtsai, 2009; Strizhov és mtsai,
1997).

Két fontos, szdrazsagra indukalédd stressz valasz gént azonositottak
Arabidopsisban, melyek egymas mellett helyezkednek el a genomban. Az RD29A4 és

RD29B (responsive to dessication) gének aktivitdsait a dehidratacio, alacsony
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hémérséklet, magas sokoncentracié vagy ABS kezelés kiillonb6z6é moédon indukalja. Az
RD294 és RD29B promotereinek tanulméanyozasa sordn tobb transzkripcios faktor kot
motivumot is azonositottak, amelyek részben megegyeztek a két promoteren
(Yamaguchi-Shinozaki és Shinozaki, 1994). Szamos ABS-fiiggd stressz valasz gén
promotere tartalmaz egy jellegzetes szekvencia motivumot az ABRE (ABA response
element) elemet (CACGTGGC). Ehhez az ABRE elemhez bazikus leucin zipper (bZIP)
transzkripcids faktorok képesek specifikusan kotddni (Guiltinan és mtsai, 1990). Az
ABS-fiiggd stressz valasz gén, az RD29B promoterén azonositottdk ezt az ABRE
motivumot, ehhez dehidratacié és so stressz kovetkeztében a bZIP tipusi AREBI,
AREB2 ¢és AREB3 transzkripcidés faktorokat kotddnek és aktivaljak az RD29B
mikodését (Uno és mtsai, 2000). Az AREB transzkripcios faktorok tultermelése ABS-
érzékenységet és megndvekedett szarazsag toleranciat idézett elé Arabidopsisban (Kang
és mtsai, 2002). Bebizonyosodott, hogy az AREB transzkripcidés faktorok ABS
kozvetitette aktivalasahoz, az SNRK2 kindzok altali foszforilacid sziikséges (Fujii és
mtsai, 2007).

Az RD29A4 gén dehidraticiora, alacsony hdémérsékletre és ABS kezelésre
aktivalodik. A promotere tartalmazza az ABS kozvetitett stressz valaszért felelés ABRE
elemet, de emellett egy masik konzervalt szekvencia motivumot a DRE (drought-
responsive element) elemet (TACCGACAT) is. A DRE elem f6leg a dehidratacio, a
sostressz €s hideg hatdsara 1étrejovo gyors gén aktivaciot biztositja, de nincs kdze az
ABS kozvetitette valaszokhoz (Yamaguchi-Shinozaki és Shinozaki, 1994). A DRE elem
(Shinozaki és Yamaguchi-Shinozaki, 2000; Thomashow, 1999). Egy nagyon hasonld
motivumot azonositottak a hidegre indukaloédé6 CORI54 (COLD-REGULATED 154) gén
prométerén. A CRT (C-repeat) elem (A/GCCGAC) a DRE motivum egy részét
tartalmazza (Stockinger és mtsai, 1997).

Elesztd egyhibrid sziiréssel azonositottdk a DRE helyhez specifikusan kotd
DREBI és DREB2 AP2/ERF tipusu transzkripcios faktorokat és kideriilt, hogy a CRT
elemhez szintén a DREB1 (CBF) transzkripciés faktor kotédik (Liu és mtsai, 1998;
Stockinger és mtsai, 1997). Az Arabidopsisban 3 gén kodolja a DREB1-et (DREBIA,
DREBIB, DREBIC), és 2 a DREB2 fehérjét (DREB2A4 és DREB2B) (Agarwal és mtsai,
2006). A DREB1/CBF gének kifejezodését a hideg indukalja, de dehidratacié és s6 nem,
viszont a DREB2 géneket a dehidratacio és sostressz aktivalja, a hideg nem (Liu és

mtsai, 1998) (1. 4bra).
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Az ozmotikus stresszre indukalodd késéi valaszgén az Arabidopsisban
azonositott RD22 indukcidja ABS altal kozvetitddik. Egy bHLH-bZIP és egy MYB
tipusu transzkripcios faktor a MYC2 és MYB2 egyiitt kotddik az RD22 promoter
elemeihez és aktivaljak az RD22 gén kifejezddését. A MYC2 és MYB2 fehérje az
endogén ABS felhalmozddasat kovetden szintetizalodik, szerepiilk a késOi stressz
valaszokban van (Abe és mtsai, 1997). Mindkét transzkripcids faktor kotddni képes az
Arabidopsis alkohol dehidrogendz 1 (ADHI) gén és mas ABS és jazmonsav indukalhato

gének promoteréhez is (Abe és mtsai, 2003).

SZARAZSAG HIDEG ABS sO STRESSZ

v P~ ABS
NAC 'ZF-HD

A A » a4 -
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v v i

| NAcR || zF+HOR || (DREB1/CBF
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1. Abra. A szirazsag, hideg és sostressz altal kivaltott génkifejez6dés transzkripcionalis szabalyozasa
(Tuteja, 2007).
Az elipszisek a transzkripcids faktorokat, a téglalapok a konzervalt promoter elemeket jelolik. Tovabbi

magyarazat a szovegben.

Az Arabidopsis novények dehidratalasat kovetd 1. ordban megemelkedik egy korai
stressz valasz gén az ERDI mRNS szintje. Az ERDI egy un. Clp protedz szabalyozo
alegységét kodolja, aminek a kloroplasztisz target tranzit szabalyozasaban van szerepe.
Az ERDI még az ABS felhalmozddas eldtt aktivalodik so stressz és dehidratacio
hatasara (Nakashima és mtsai, 1997). Azonositottak egy transzkripcios faktor csaladot,
melyek egy konzervalt NAC DNS-kotd domént tartalmaztak és az ERDI1 promoter
specifikus régidjahoz tudtak kotédni (NACR - NAC felismerd szekvencia) (Tran és
mtsai, 2004). A NAC fehérjék tultermelése Onmagaban nem idézte elé6 az ERDI
HD fehérjék is sziikségesek. A ZF-HD1 egy specifikus szekvencia motivumon keresztiil
kotddik az ERD1 prométerhez (ZF-HD felismerd szekvencia)(1.abra). A NAC és ZF-

HDI1 fehérjék egyiittes tultermelése nagymértékben fokozta az Arabidopsis novények
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szarazsag tolerancigjat. A kiilonbozo stressz jelatviteli utak szabalyozasa kapcsolddik
egymashoz (cross-talk), és ebben a génkifejez6dést szabalyozd promoter motivumok
fontos szerepet jatszanak, genetikai analizisek bizonyitjdk, hogy nincs élesen

meghtizhat6 hatar az ABS fiigg6 és fliggetlen jelatvitel kozott (Kizis és mtsai, 2001)

2.1.5 A stressz valaszok epigenetikus szabalyozasa

A gén csendesités egy epigenetikus mechanizmus, ami a gének aktivitasat szabalyozza a
transzkripcid vagy poszt-transzkripcionalis szinten. Eddigi ismereteink szerint
novényekben a gén csendesités miRNS, siRNS, DNS metilacié vagy hiszton modositas
altal torténik. (Baulcombe, 2004). Egy a stressz valaszok epigenetikus szabalyozasaért
felelos rendszert tartak fel Arabidopsisban. Az RPA2 és AGO6 fehérjék az RD29A4
stressz valasz gén promoterének DNS metilaciojaért feleldsek, ami a promoter
miukodését inaktivalja (Kapoor és mtsai, 2005; Zheng €s mtsai, 2007). Azonositottak egy
metilcitozin-DNS-glikozildz fehérjét kodoldo gént az ROSI-t, melynek hidnydban az
RD29A4 promoter régioja DNS hipermetilalt allapotba keriil. Ebben az allapotaban sem az
ABS kezelés, sem az ozmotikus stressz nem tudja el6idézni az RD294 promoter
mikodését. A ROSI gén funkcidja az, hogy elnyomja a transzkripcionalis gén
csendesitést ugy, hogy demetildlja a cél gén promodterének DNS-ét (Gong és mtsai,
2002). Azonositottdk a ROS1 DNS demetilacidjanak szekvencia specifikussagat
biztositod fehérjét, a ROS3-at, ami egy specialis motivuméaval rovid RNS kotésére képes.
Valoszintsithetd, hogy a rovid RNS-t kotdtt ROS3 kozvetiti a ROS1 altali DNS
demetilaciot (Zheng és mtsai, 2008).

Az eukaridta gén aktivitds szabdlyozdsdban fontos szerepe van a hiszton
acetilaciojanak. A mutagenizalt RD29A-LUC vonalak kozott azonositottdk egy
kiilonb6z6 stressz valaszokra megemelkedett szintli riportergén aktivitdst mutatd vonalat.
A muticio a WD40 tipusi HOSI5 gént érintette, amely a hiszton acetilacid
szabalyzasaban jatszik szerepet. Kimutattak, hogy a HOS15 fehérje kolcsonhatasra képes
a H4 hisztonnal és csokkenti annak acetilaciojat. A hosl5 mutans hiperszenzitiv volt a

hidegre is (Zhu és mtsai, 2008).
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2.2 GENETIKAI STRATEGIAK ALKALMAZASA AZ ABIOTIKUS STRESSZ
VALASZ SZABALYZO GENEK AZONOSITASARA

2.2.1 Klasszikus mutagenezis és mutans azonositas

A molekularis genetika els6é széleskorben alkalmazott modszerei gének azonositasara az
un. klasszikus mutagenezisen alapultak. Eleinte uretdnon, nitrozouredn majd etilmetan-
szulfonaton (EMS) alapulé kémiai mutagenezissel idéztek el pont-mutacidkat, ami a
fizikai mutagenezishez hasznalt rontgen sugarzas vagy a sokkal hatékonyabb gyors
neutron sugarzas ionizacios hatdsa kisméretii DNS lanc deléciokat idéz elé (Feldmann,
1994; Rédei, 1992).

Stressz valasz gének muticidinak azonositdsdhoz rendszerint a mutagenizalt
azonosositasa altalaban hosszadalmas térképalapu klonozassal vagy DNS-microarray
technoldgidhoz kotott DNS mutdcid térképezéssel torténik. EMS mutagenizalt
Arabidopsis magokkal végzett genetikai szliréssel sora nagyon érzékeny (hiperszenzitiv)
mutansokat azonositottak (Wu €és mtsai, 1996). Ez a kisérlet vezetett a ndvényi sejt ion
homeosztazisat szabalyzé SOS (Salt Overly Sensitive) Ut felfedezéséhez (Ishitani, 2000;
Liu, 2000; Shi és mtsai, 2000). Zhu és munkatarsainak egy alternativ stratégidja az volt,
amikor az RD294 promoéterhez kapcsolt szentjanosbogar luciferdz riportergént
tultermeld vonalat haszndltdk EMS mutagenezishez ¢és megvaltozott luciferaz
tevékenységet mutatd mutansokat kerestek (Ishitani és mtsai, 1997). A megndvekedett
biolumineszcencidju mutans vonalak analizisével azonositottdk az inozitol-trifoszfatot
(IP3) kédold FRYI gént, és a hiszton deacetilaz HOS15 gént (Xiong és mtsai, 2001; Zhu
és mtsai, 2008). A stressz valaszokra csokkent riportergén aktivitdst mutatd vonalak
vizsgalata vezetett a DNS demetilacidban szerepet jatszo HOSIS5 gén azonositasahoz

(Zhu és mtsai, 2008).
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2.2.2 Inszercios mutagenezis

Az inszerciés mutagenezis soran, néhany ezer bazispar DNS fragment épiil be a ndvény
genomjaba, ami elronthatja egyes gének szekvencijat, igy funkcidjuk elvesztését
okozhatja. Az inszercidhoz hasznalnak mobilis genetikai elemeket, mint az Ac/DS vagy
En/l tipust transzpozonok (Martienssen, 1998). Az Agrobacterium tumefaciens egy
Gram negativ talaj baktérium, ami képes a Ti-plazmidjanak egy részét (T-DNS)
bejuttatni és kovalensen beépiteni a fertdzott gazdasejt genomi DNS-ébe. A T-DNS
integracioja a gazdasejt genomjaba Un. illegitim rekombindcion alapul, ami azt jelenti,
inszercids mutagenezis funkcid vesztéses mutaciot okoz (Zupan és Zambryski, 1995). A
stressz gének azonositasa céljabol altaldban nagyszamu inszercidos mutanst allitanak eld
¢és a kovetkezd generaciot vizsgaljak megvaltozott fenotipusra. Az inszercié helyének
azonositasa a T-DNS melletti régié PCR amplifikalasaval torténik.

Példaként lehet emliteni az Arabidopis sto/ mutans izolalasat. Ezt a mutanst
Arabidopsis novények inszercidos mutagenezisét kovetden azonositottak, mivel s6 és
szorbitol tartalmu tdptalajon megndvekedett csirdzasi képességet mutatott. A stol
mutansban az inszercid6 az ABS bioszintézis kulcsenzimének az NCED3-nak a génjét

inaktivalta (Ruggiero és mtsai, 2004).

2.2.3 Gén csapdazas

A gén vagy promoter csapdazas azon az elven alapul, hogy T-DNS segitségével vagy
transzpozonokkal promoter nélkiili riportergéneket jutattnak a ndvényi genomba,
amelyek in situ fuzidkat hozhatnak létre a ndvényi promoter és a riportergének kozott.
Ezek konnyen azonosithatéak a kiillonb6z6é ndvényi szervekben kifejezodd riporter
enzimek aktivitdsanak vizsgalataval. Az enhanszer csapdak olyan konstrukcidk ahol a
riportergének minimalis promdter elemekkel vannak Osszeépitve, a riportergén
aktivaciojat a novényi genomban talalhatd enhanszer szekvencidk végzik. A
riportergéneket T-DNS vagy transzpozon inszercié6 modszerével juttatjadk a ndvénybe. A
ndvényi promoter csapdazéast el6szor dohanyban és Arabidopsisban alkalmaztdk a

promoter nélkiili kanamicin foszfotranszferaz (nptll) és B-gliikuronidazt riportergéneket

(GUS) alkalmazva (Koncz és mtsai, 1989; Teeri és mtsai, 1986). Ac/Ds transzpozon
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kozvetitette gén csapdazassal, promoéterek €s enhanszerek szovet specifikus mitkodését
vizsgaltak rizsben és arpaban (Chin ¢és mtsai, 1999; Lazarow és Lutticke, 2009). Tébb
tanulmany szamolt be arrdl, hogy bakteridlis (LUX) vagy szentjanosbogar (LUC)
luciferdz riporter rendszert hasznaltak random promodter és gén csapdazasos
kisérletekben paradicsomban, Arabidopsisban és bandnban (Meissner és mtsai, 2000;
Remy és mtsai, 2005; Yamamoto és mtsai, 2003).

Transzpozon kozvetitette Ds-GUS riportergént hasznaltak Arabidopsis promoter
csapddzashoz. Az utddok riportergén aktivitasasat vizsgaltdk oxigén hianyos
koriilmények kozott, 65 vonalat azonositottak, melyben a GUS aktivitds megnovekedett.
Ezek kozott foleg szabalyzd-, enzimatikus-, putativ receptor szerii kinaz- €s putativ

szenzor hisztidin-kinaz fehérjéket azonositottak (Baxter-Burrell és mtsai, 2003).

2.2.4 Aktivacio-jelolés

Az aktivacio-jelolés Arabidopsisban kiilonlegesen kialakitott T-DNS vektorokkal
torténik, amelyek erds, tobbszords konstitutiv enhanszereket tartalmaznak kozel az
integracios helyhez. A T-DNS kromoszomaba épiilése utdn az enhanszer elemek
aktivalhatjdk a szomszédos gének transzkripcidjat, és azok megnovekedett ektopikus
kifejezddése domindns, konstitutiv megvaltozott fenotipust eredményezhet. Ahhoz, hogy
aktivaljunk egy ndvényi gént a T-DNS-nek egy gén szomszédsagaba és nem a kddolo
enhanszer elemek szdmos gént is aktivalhatnak az inszercié szomszédsagaban, és ez egy
Osszetett megvaltozott fenotipushoz vezethet (Nakazawa és mtsai, 2003). Az aktivacio-
jeloléssel funkcio-nyeréses mutaciok idézhetdk eld. Aktivacio-jeldléssel azonositottdk a
hibrid hisztidin-kindz homolég CKI1 citokinin receptort, melynek konstitutiv aktivacidja
felgyorsult sejtosztodast €s hajtasnovekedést idézett eld szovetkultiradban, exogén
citokinin hozzdadasa nélkiil (Kakimoto, 1996). A PR-1:luciferdz riportergén
konstrukciot tartalmazé  Arabidopsis ndvényeken  végzett  aktivacio-jeloléses
mutagenezissel szamos megnovekedett lumineszcencidjii novényt talaltak. Az egyik
mutédns jellemzése soran azonositottadk a fenotipust okoz6 ADRI patogén rezisztencia
gént, ebben a ndvényben a kulcsfontossdgu biotikus rezisztencia gének konstitutiv

kifejezddését irtak le (Grant és mtsai, 2003).
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2.2.5 c¢DNS konyvtar transzformacio

Egy hatékony modszer funkcid-nyeréses fenotipusok keresésére a random cDNS
tultermelés. Az RNS eredetli komplementer DNS (cDNS) szalakat ndvényi expresszios
vektorba klonozzak, azutan bejuttatjdk a novény genomjaba. Ehhez altaldban olyan
vektort hasznalnak, aminek az expresszids kazettdja a CaMV35S promoéter szabalyozasa
alatt all, és ez a cDNS-ek magas szintli, konstitutiv kifejez6dését biztositja. A
véletlenszertien beépiild cDNS klonok tultermelése, olyan dominéns fenotipushoz
vezethet, amit megfelelé genetikai szliréssel azonositani lehet. Az egyik elsd ilyen
kisérletben konstitutiv promoéter mogé klonozott cDNS konyvtarat hasznaltak
transzgenikus Arabidopsis novények eldallitdsara, és a fejlédési rendellenességeket
mutatd novények azonositasdra (LeClere ¢s Bartel, 2001). Egy cDNS konyvtar
Arabidopsis gyokerekbe transzformaldsaval azonositottak az ESRI (Enhancer of Shoot
Regeneration 1) gént, az ESR1 cDNS-ének tultermelése a gyokér explantdtumok
citokinin-fiiggetlen regeneralodasat idézte eld (Banno és mtsai, 2001). A ,FOX”
rendszerben a RIKEN Arabidopis ¢cDNS kollekcié 10 000 fiiggetlen, teljes hosszusagu
cDNS-bdl készitettek egy normalizalt, teljes-hosszisagi c¢DNS konyvtarat, és
nagyszamu morfoldgiai mutanst sikeriilt eléallitaniuk (Ichikawa és mtsai, 2006; Seki és
mtsai, 2002). A FOX rendszer mddszerét kovetve elkészitettek egy 43 stressz indukalt
transzkripcidos faktor c¢DNS-ét tartalmazo ,,mini” c¢DNS konyvtarat. Arabidopsisba
transzformalds utdn megnovekedett so-tolerancidt mutatd ndvényeket kerestek a T1
generacioban. Szamos ilyen novényt talaltak, az egyik jellemzése soran azonositottak a
bZIP60 gént, ami feltételezhetden az endoplazmatikus retikulum stressz valaszaiban
jatszik fontos szerepet. A bZIP60 gén tiltermelése legalabb 29 mas Arabidopsis gén

kifejezédésére volt hatassal (Fujita és mtsai, 2007).

2.2.6 Forditott genetikai analizis

A mutans fenotipusok keresésén vagy szelekciojan alapuld genetikai modszerekkel
szemben a forditott genetikdban a mutaciok azonositdsa vagy létrehozasa a cél. Az
eljards lényege az, hogy bizonyos gének miikodésének megvaltozasit kovetden
kovetkeztetni lehet azok funkcidjara. Altalaban T-DNS vagy transzpozon mutagenezissel

nagyszamu mutanst allitanak eld, ezt kovetden egy adott gén mutcidja azonosithato egy
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PCR alapt sziiréssel a mutans populdcio pool-okban (Krysan és mtsai, 1999; Parinov és
mtsai, 1999). A forditott genetika fontos modszere a funkcionalis genomikai
kutatasoknak, melyek célja nagyobb mennyiségii gén funkcidjanak jellemzése (Parinov

és mtsai, 1999; Sessions €s mtsai, 2002; Sussman ¢és mtsai, 2000).

2.3 AZ ARABIDOPSIS ALKOHOL DEHIDROGENAZ 1 GEN
TRANSZKRIPCIOS SZABALYOZASA

Az alkohol dehidrogendz enzim egy oxido-reduktaz, a sejt oxigén hidnyos allapotdban a
piruvatbol képzodott acetaldehidet redukalja etanolla. Sachs és munkatarsai a fiatal
kukorica novények gyokerében az anaerob koriilményekre felhalmoz6dé mRNS-eket
vizsgaltak és megallapitottdk, hogy a kukorica két alkohol dehidrogendz génjének
(ADHI1, ADH?2) transzkriptjei fordulnak el a legnagyobb szamban (Sachs és mtsai,
1980). Az Arabidopsis egyetlen alkohol dehidrogendaz gént (ADHI) tartalmaz,
aktivitdsanak novekedését tobb stressz tényezd is kivaltja. Az alacsony oxigén
koncentracio (hipoxia), dehidratacid és alacsony hdmérséklet is az ADHI promoter altal
vezérelt GUS enzim mitkddés ndvekedését idézte eld (Dolferus és mtsai, 1994). Késobb
az is kideriilt, hogy az ADHI gén ABS kezelés hatasara is aktivalodik (de Bruxelles és
mtsai, 1996). A kukorica ADHI gén promoterének delécios analizisével fontos
transzkripcionalis szabalyzd elemeket azonositottak. Az elsé ilyen elem az ARE
motivum volt, ami felelés az oxigénhiany kivaltotta indukcidért. Az ARE elem két
fontos szabalyz6 szekvencia kozott helyezkedik el, ezek a GC- és GT-gazdag
motivumok, nagyon fontosak a hipoxidra adott valaszok szabalyzasaban (Olive és mtsai,
1991; Walker és mtsai, 1987). Az Arabidopsis ADHI promoéter nem tartalmazza az ARE
szekvenciat, viszont megtalaltdk a GC és GT motivumokat (Olive, 1991). Egy ujabb
fontos szekvencia elemet a kukorica €s az Arabidopsis ADHI prométerek szekvencia
homolégia vizsgalataval fedeztek fel, ez a G-Box volt (CCACGTGG). Az Arabidopsis
ADH]I prométer a kukoricaval szemben két G-Box elemet is tartalmaz (G-Box1 és G-
Box2)(Ferl, 1989)(2. abra). Azonositottak egy, a G-Box-okhoz specifikus kotd
transzkripcids faktort, a bZIP csaladba tartoz6 GBFI1-et, és kideriilt, hogy a G-Box

rrrrr

McKendree és mtsai, 1990). Késobb talaltak egy masik G-Box kot transzkripcios
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faktort, a bHLH-bZIP csalddba tartoz6 MYC2 fehérjét, aminek taltermelése az ADH]1
mRNS felhalmozodasat okozta (Abe és mtsai, 2003). Kang és munkatarsai a bZIP tipust
ABF3 és ABF4 transzkripcids faktorokat tiltermelve idézték eld az ADHI1 transzkriptek
megndvekedett szintjét, so stressz koriilményeket biztositva (Kang és mtsai, 2002). Egy
kozlemény beszamolt arrdl, hogy a GT motivumhoz (TGGTTT) egy MYB tipusu
transzkripcids faktor a MYB2 kot, és ez felelds az ADHI alacsony oxigén szint altali
indukcidért. Ugyanakkor a MYB2 a G-Box helyekhez kotd transzkripcios faktorokkal
mtsai, 1998). Dolferus és munkatéarsai az Arabidopsis ADHI prométer elemek stressz
valaszokban betoltott szerepét vizsgaltdk. Az ADHI promoter kb. 1 kb szakaszat
klonoztak ¢€s 1étrehoztak olyan valtozatait, melyek a promoter csak bizonyos fragmentjeit
tartalmaztdk, illetve a teljes hossziusagli promoter ismert szabalyzd elemeiben mutaciot
hordoztak. A delécidkat és mutaciokat hordozo ADHI prométer szekvencidkat GUS
riportergénnel kapcsoltdk 0ssze. A hisztokémiai festésen alapuld analizis kimutatta, hogy
az anoxia, a dehidratacio és a hideg altali ADH promoter aktivalasdban egyarant a -172-
to0l -141-ig tartd rész a legfontosabb, ahol az GT illetve GC mtivumok taldlhatéak. A
de jelentésen csokkent aktivitast taladltak a hideg kezelés és mérsékelten csokkent
aktivitast a dehidratacié hatasara. A G-Box2 prométer elem mutécioja sem idézett el
valtozast a hipoxiara adott valaszban, ugyanakkor a hideg és a dehidratacid is csak

nagyon kismértékii riportergén aktivitas csokkenést okozott (Dolferus és mtsai, 1994).

-141

-964 ATG
— G'BOX1>—.—‘—d—{ CRCED,

CCACGTGG CCAAGTGG TGGTTT GCCC
ADH1

2. abra. Az Arabidopsis ADH1 prométer funkcionalis motivumai.

A Dolferus és munkatarsai altal klénozott ADH1 prométer, az azonositott szabalyzé elemekkel.
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3 CELKITUZESEK

A munkam célja egy genetikai stratégia kidolgozasa volt, mely sikeresen alkalmazhato
ismert stressz valasz gének transzkripciondlis szabdlyozasanak tanulmanyozasara. A
rendszer két komponensbdl all. Az egyik a stressz valasz gén promoter és a mogeé

kapcsolt riportergén, a masik egy szabalyozott miikodésti random cDNS konyvtar.

1. transzformacié kompetens Arabidopsis cDNS konyvtar megalkotasa;

2. az ADHI1 promoéter klonozéasa és szentjanosbogar luciferaz génhez kapcsolasa
(ADH1-LUC);

3. az ADHI-LUC riporter konstrukci6 Arabidopsis novényekbe juttatasa és
kifejeztetése;

4. az ADHI-LUC transzgént tartalmazd Arabidopsis novények ujra transzformaldsa
a cDNS konyvtarral;

5. olyan cDNS-ek azonositasa, melyek tultermelése az ADHI-LUC riportergén
aktivitasanak megvaltozasat idézik elo;

6. legalabbb egy, az ADHI1 gén aktivacidjaért felelds faktor jellemzése.
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4 ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1 FELHASZNALT BAKTERIUM TORZSEK NOVESZTESE ES SZELEKCIOJA

s

s

alkalmaztuk. Az E.coli sejtek ndvesztését 37°C-on, Luria-Bertani (LB) taptalajon
végeztik (Sambrook, 1989). Az E. coli sejtek szelekcidjahoz a rezisztencia génnek
megfeleld antibiotikummal egészitettiik ki a taptalajokat a kovetkezd koncentracidkban:

karbenicillin 100pg/ml

kanamicin 25pug/ml

spektinomicin 50pg/ml

tetraciklin 25pg/ml
tumefaciens torzset hasznaltuk (Koncz, 1986; Walkerpeach, 1994). Az Agrobaktérium
vonalak novesztése 28°C-on YEB téaptalajon tortént (Walkerpeach, 1994). Az
Agrobaktérium szelekcidhoz felhasznalt antibiotikumok végkoncentracidja a taptalajban:

gentamicin 25pg/ml

rifampicin 50pug/ml

spectinomicin 100pg/ml.

4.2 FELHASZNALT NOVENYI VONALAK ES NEVELESUK

Kisérleteinkhez Arabidopsis thaliana (L.) Columbia-0 (Col-0) Okotipusi ndvényt
hasznéltunk. Az Arabidopsis nevelését iiveghazi koriilmények kozott és in vitro
novényneveld szobaban végeztiikk. Az iliveghazban a ndvények a csirdzast kovetd 4
hétben révid nappalos koriilmények kozott nottek (8 ora fény/16 ora sotét). Ahhoz, hogy

reproduktiv fazisba 1épjenek, hosszi nappalos megvilagitasba lettek athelyezve (16 6ra
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fény/8 ora sotét). Az Arabidopsis in vitro nevelését aMSAR taptalajon végeztiik (Koncz,
1994). A novények novekedéséhez novényneveld szobdban rovid nappalos
koriilményeket biztositottunk. Az Arabidopsis in vitro szelekcidjahoz felhasznalt
antibiotikumok ¢s alkalmazott koncentraciojuk:

cefotaxim 100pug/ml

higromicin B 20pg/ml

vagy

kanamicin 25ug/ml.

4.3 ARABIDOPSIS SEJTSZUSZPENZIO KULTURAK NOVESZTESE

Az Arabidopsis levél eredetil ,,z01d” és gyokér eredetli ,,fehér” sejtszuszpenzio kultirakat
Mathur és Koncz 4ltal leirt modon névesztettiik (Mathur, 1998), novényneveld szobaban,
rovid nappalos megvilagitassal illetve sotétben. A téptalajhoz levél eredetii
sejtszuszpenzio kultira novesztésénél 0,5ug/ml a-naftalénecetsavat (NAA) és 0,1pg/ml
kinetint, a gyokér eredetli sejtszuszpenzid kultirahoz 1pg/ml 2,4-diklorofenoxiecetsavat

(2,4-D) és 0,2pg/ml kinetin hormonokat adtunk.

4.4 ALKALMAZOTT MODSZEREK

4.4.1 Plazmidok tisztitasa és genetikai modositasa

Plazmid DNS tisztitdsat E. coli baktérium tenyészetekbdl illetve a DNS mintak
agardzgélen torténd méret szerinti elvalasztdsdt Sambrook és munkatarsai (1989) éltal
leirt modon végeztiik. A plazmid DNS lanc hasitisa, a lancvégek defoszforildlasa és
ligdlasa a Fermentas cég altal gyartott restrikcidés endonukleazokkal, alkali foszfatazzal
(CIAP) illetve T4 DNS ligazzal tortént a gyartdé altal javasolt reakciokoriilmények
kozott. A DNS mintak agar6zgélbol torténd kivonasa QIAquick gél extrakcios Kkittel
(QIAGEN) tortént a termék protokollban leirtak szerint.

22



ANYAGOK ES MODSZEREK

4.4.2 Novényi molekularis biologiai modszerek

A ndvény genomi DNS tisztitdsat az un. Dellaporta DNS miniprep modszerrel végeztiik
(Weigel, 2002). A novényi mintak 0ssz-RNS kivonasa az egylépéses Trizol reagens
modszerrel késziilt (Chomczynski, 1987). A ndvényi mintdk mRNS szintl
génkifejezodés vizsgalataihoz két modszer alkalmaztunk; a szemi-kvantitativ RT-PCR-t
¢s a valos-idejii RT-PCR-t (Q-PCR). Mindkét esetben a ndvényi mintakbol kivont RNS-t
DNaz kezeltiik a Fermentas cég DNaz enzimével, a reakciokoriilmények beallitasahoz a
gyartd ajanlasait kovettik. A Dndz kezelt RNS-bol 1pg-ot hasznaltunk a reverz
transzkripcidhoz, amit az Applied Biosystems High capacity cDNA reverse transcription
kit-jével végeztiink 20ul reakcid térfogatban a gyartd protokolljat kovetve. A PCR
reakciok soran alkalmazott primerek listdja megtalalhaté a Fiiggelék F1. tablazataban.

A szemi-kvantitativ RT-PCR reakciot 50ul térfogatban végeztilkk Fermentas
Recombinant Taq polimerazzal templatként 1ul cDNS-t hasznalva (a reverz transzkripciod
reakciotermékének 20-ad része). A kovetkezd fiitési programot hasznaltuk: 94°C/2perc,
25-35 x (94°C/30mp, 60°C/30mp, 72°C/30mp), 72°C/7perc.

A valos-idejit  RT-PCR reakcidkat SYBR® Green JumpStart™ Taq
ReadyMixTM (Sigma) felhasznaldsadval végeztik ABI PRISM 7700 szekvencia
detektald rendszerrel (Applied Biosystems), ezt a fiitési protokollt kovetve: 95°C/10
perc, 40-45 x (95°C/10mp 60°C/1perc).

4.4.3 Az Arabidopsis transzformacidja

A novények T-DNS transzformacidja a ndivari gametofitakon keresztiil tortént

Agrobaktérium kozvetitette géntranszfer modszerrel (Clough, 1998).

4.4.4 Novények antibiotikum szelekcidja

A transzformalt noévények (T1 generdcid) antibiotikum szelekcidjdhoz és az egyes
vonalak szegregacids vizsgalatdhoz a magokat 25ug/ml kanamicin vagy 20pg/ml
higromicin B antibiotikumokkal kiegészitett 2aMSAR novényi taptalajon csiraztattuk, a

T-DNS altal kodolt rezisztencia marker szerint. Az antibiotikummal kiegészitett
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taptalajon rendszerint minden mag kicsirazott, de csak a T-DNS inszerciot tartalmazé
novények voltak képesek tovabbi ndvekedésre, a tobbi ndvény néhany nap mulva elhalt.
Szelekcid soran a taptalaj 100pg/ml cefotaximot is tartalmazott, hogy megakadalyozzuk
a maghéjban taléld Agrobaktérium novekedését. Szegregacids analizisnél az egyes
vonalak 50-60 magjat csiraztattuk a megfeleld antibiotikumot tartalmazé taptalajon, a
novekedésre képes és nem képes csirandvények aranyat szamoltuk. Homozigota
vonalakat az egy inszerciot tartalmazd (3:1 ardnyban szegregald) T2-es generacio

utddain kozott azonositottunk.

4.4.5 Luciferaz enzimaktivitas mérése

A luciferaz enzimaktivitasbol eredd biolumineszcencia mérését 12-14 napos in vitro
novesztett novényeken végeztiik. A novényeket 2mM d-luciferin (Biosynth AG) oldattal
permeteztik ¢és Visilux Imager CCD kamera rendszerrel (Visitron Systems)
fényképeztilk 10 perc exponalédssal, 5 perc sotét adaptaciot kovetéen. A fényképeket
Metaview 4.5r6  (Universal Imaging Corporation) szoftverrel elemeztik. Az
eredményeket Microsoft Excell 2004 (Microsoft Corporation) értékeltiik ki. Képsorozat
méréseknél a szoftver automatikusan készitett képeket 30 perces idokozokkel 16-24 6ran
keresztiil.

Az ADHI-LUC transz-aktivalas genetikai szlirésében a transzformalt novények
magjait in vitro 20png/ml higromicin tartalma 2MSAR téptalajon csiraztattuk, a 7 napos
¢letképes csirandvényeket attettiik egy antibiotikumot nem tartalmazo !2MSAR
taptalajra, és filiggdleges pozicioban tovabbi 5-7 napig ndvesztettik. A CCD
képalkotassal eldszor egy kontroll mérést végeztink és meghataroztunk egy alap
biolumineszcencia értéket, majd a ndvényeket 0sztradiol oldattal permeteztiik, 6 és 24

ora elteltével a mérést megismételtiik.

4.4.6 P-gliikuronidaz (GUS) aktivitason alapulé hisztokémiai enzimfestés

A GUS enzim aktivitadson alapuld hisztokémiai festéshez Kirsten Bomblies modszerét
alkalmaztuk (Weigel, 2002). Szubsztratként 2mM X-GlcA-t (5-bromo-4-kloro-3-indolil—

B-gliikkoronik sav, Duchefa) hasznaltunk.
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4.4.7 ADH enzim festés

Az alkohol dehidrogenaz enzim miikodés vizsgalata nitro-kék tetrazolium hisztokémiai
festéssel tortént (Baud és Graham, 2006). A modszer azon az elven miikddik, hogy az
ADH enzim miikodése soran keletkez0 NADH a szintelen nitro-kék tetrazoliumot kék
szinli formazanna redukélja. Harom hetes in vitro ndvesztett csirandvényeket kezeltiink
4uM o6sztradiol és 0,1% DMSO vagy 0,1% DMSO mint kontroll tartalmu folyékony
1/2MSAR téaptalajon 24 6ran keresztiil. Ezt kdvetden a csirandvényeket 100mM natrium-
foszfat (pH 7.5) , 400uM NAD++, 100uM Nitro Blue Tetrazolium (Sigma-Aldrich) és 3%
etil-alkohol szubsztratot tartalmazé ADHI reakciopufferben inkubaltuk 30°C-on, 10

percen keresztiil. A novényeket ezutan desztillalt vizbe raktuk.

4.5 AZ INDUKALHATO ARABIDOPSIS CDNS KONYVTAR KESZITESE

4.5.1 c¢DNS szintézise

Lefagyasztott Arabidopis mintdkbol 6ssz-RNS-t tisztitottunk, ez szolgalt templatként a
SMART PCR technolégian alapuld alapuld cDNS szintézis¢hez (Zhu, 2001). Az els6-
szal cDNS szintézisét és az azt kdveté cDNS amplifikaciot Super Smart PCR Synthesis
Kit-tel (Clontech) végeztiik. A tobblépéses reakcio soran felhasznalt primerek listaja a

Fiiggelék F1. tablazataban talalhato. Az els6-szal cDNS reakcio komponensei:

4ul RNS (1pg/pl)

1ul 3' CDS primer II A random oligo
1ul Smart IT A primer

1ul ANTP (10mM)

6ul H H,O

Ezt 65°C-on inkubaltuk 2 percen keresztiil, majd 42°C-ra helyeztiik és hozzamértiink:
4ul 5Xpuffert
2ul DTT-t (100mM)

1ul Superscript reverz transzkriptazt (Invitrogen).
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Tovabbi 1 6ran keresztiil 42°C-on inkubaltuk. A terméket templatként hasznaltuk az 5'
PCR primer II A-val és Advantage 2 polimeraz mixszel (Clontech) torténd 18 ciklusos

cDNS szintézishez. A PCR reakci6 100ul térfogatban végeztiik:

80ul H,O

10ul 10XAdvantage 2 PCR puffer
2ul ANTP (10mM)

4ul 5' PCR primer IT A (12uM)
2ul Advantage 2 polimeraz mix

2ul els6-szal cDNS

A PCR gépen ezt a fiitési programot allitottuk be: 95°C/90mp, 65°C/30mp, 68°C/6perc,
18 x (95°C/10mp, 65°C/10mp, 68°C/6perc), 68°C/10perc, 4°C. A keletkezd termékbol
10ul-t hasznaltuk az ATTSM1 és ATTSM2 primerekkel torténd 5 tovabbi ciklushoz. A

reakciohoz Platinum Pfx DNS polimerazt (Invitrogen) hasznaltunk. A reakcio:

54ul H,O

10ul 10X Pfx amplifikacids puffer
10ul 10X PCRy enhancer oldat
4ul MgS0O;4 (50mM)

0,5ul ATTSM1 (100uM)

0,5ul ATTSM2 (100uM)

10pul ANTP (2,5mM)

1 ul Platinum Pfx DNS polimeraz
10ul cDNS templat

A reakcidhoz kétlépéses flitési programot hasznaltunk: 94°C/2perc, 5 x (94°C/15mp,
68/375mp), 4°C. A keletkez6 cDNS-ek 5° és 3' vége is attB szekvencia motivumot
kapott, ami a Gateway rekombindciénak teremtette meg a lehetségét. A klonozasok
elott a cDNS-eket QIAquick PCR purification kit-tel (Quigen) tisztitottuk a gyarto

utasitasait kovetve.
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4.5.2 A cDNS szalak vektorba klonozasa

Az attB rekombinécios véget tartalmazdé cDNS populaciot BP clonase (Invitrogen)
reakcioval pDONR201 (Invitrogen) klénoz6 vektorba épitettiikk be. A reakciot a gyartd
altal javasolt mdédon mértiik Gssze és egy éjszakan at hagytuk miikddni. A képz6dod
terméket E. coli sejtekbe transzformaltuk, a masnapra felnévo koloniakbol kb. egymilliot
gyljtottiink és kevertiink Ossze. Ebbol plazmid DNS-t tisztitottunk és azt ,entry”
klonként LR clonase (Invitrogen) altali reakciora hasznéltuk. Ennek eredményeként a
cDNS-eket a pER8-GW expresszios vektorba ugrasztottuk. Ezt a konstrukciodt E. coli
sejtekbe transzformaltuk majd félmillié koloéniabdl plazmid DNS-t izolaltunk. Az izolalt
DNS-t elektrokompetens GV3101/pMP90 Agrobaktérium sejtekbe transzformaltuk. A

felnove Agrobaktérium koloniakbdl ugyancsak mintegy félmilliot gytjtottiink és

s

4.6 AZ ADH1 PROMOTER - LUCIFERAZ RIPORTERGEN KESZITESE

Az Arabidopsis promoter klonozas elsd 1épéseként PCR reakcidval felsokszoroztuk az
Arabidopsis 1. kromoszomajan talalhatdé ADHI gént megel6z6 mintegy 2,5kb hosszu
DNS szakaszt. A reakciot a proof-reading aktivitasa Phusion polimerazzal (Finnzyme)
végeztik, a gyartd utasitasait kovetve. A reakciohoz a pADH-A és pADH-B primereket
hasznaltuk. A terméket T4 ligdz reakcioval pBluescript II SK(+) (Stratagene) klénozo
vektorba épitettiik BamHI és HinDIII hasitohelyek kozé és a T3, T7, pADHI1, pADH2,
pADH3 ¢és pADH4 primerekkel torténd szekvenalassal ellendriztiik a bézissorend
helyességét. A 1étrejott pPBS/pADH1 vektorbol 2402 bp hosszu szakaszt kihasitottunk
HinDIII endonukledz enzimmel és azt T4 ligaz reakciéval a Nagy Ferenc altal készitett
pBIN-luc+ expresszids vektorba épitettiikk, igy az Arabidopsis ADHI promoter és a
konstrukcionak neveztiink el. Kolonia PCR-rel ellendriztiik az orientaltsagat a pADH4 és

LUC-rev primereket alkalmazva (Fiiggelék F1. tablazat).
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4.7 SZOFTVERES ALKALMAZASOK

A DNS szekvencidk azonositasat homolodgia vizsgélat alapjan a TAIR BLAST

alkalmazasaval végeztiik (http://www.arabidopsis.org/Blast/index.jsp). A tobbszords

szekvencia Osszerendezéshez (multiple sequence alignment) a ClustalW programot

(http://www.ebi.ac.uk/clustalw/index.html), a fehérje domén vizsgdlatdhoz a SMART

alkalmazast (http://smart.embl-heidelberg.de/) hasznaltuk. A PCR primereket a Primer3

szoftver (http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3 www.cgi) segitségével

terveztilk. A nyilvanosan hozzaférhetd génkifejez6dés adatokat a Genevestigator

adatbazisbol vettiik (https://www.genevestigator.ethz.c).
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5 EREDMENYEK

5.1 AZ INDUKALHATO ARABIDOPSIS ¢cDNS KONYVTAR

5.1.1 A transzformacio kompetens cDNS konyvtar eléallitasa

Arabidopsis ¢cDNS konyvtar készitéséhez tizféle RNS forrast hasznaltunk fel, ezzel
probaltuk biztositani azt, hogy minél tobbféle szovet és szervspecifikus mRNS legyen
reprezentalva. Kiilonbozd életkort Arabidopsis novények szoveteibdl, valamint
Arabidopsis hajtas (zold) és gyokér eredetli (fehér) sejtszuszpenziobdl vettiink mintat.
Felhasznaltunk so stressznek kitett csirandvényeket és fehér sejtszuszpenzidt is, ennek
érdekében a taptalajokat 200mM NaCl-al egészitettiik ki. Az 1. tablazat dsszefoglalja az
RNS tisztitasdhoz felhasznalt mintdk eredetét. A mintakbol szarmazd 6ssz-RNS-t

egyenld aranyban kevertiik 6ssze a cDNS szintéziséhez.

mintavétel eredete nevelési koriilmények | kezelés

14 napos névények
rozetta levelek iiveghazban

virdgzat, zold becok

10 napos névények -

10 napos etiolalt novények

fehér sejtszuszpenziod

z61d sejtszuszpenzid in vitro

fehér sejtszuszpenziod 200mM NaCl/2 6ra
fehér sejtszuszpenziod 200mM NaCl/6 o6ra
10 napos csirandvények 200mM NaCl/6 6ra

1. tablazat. Az Arabidopsis RNS tisztitisahoz felhasznalt mintak eredete

Az liveghdzban nevelt 14 napos ndvényeket gyokérrel egyiitt a foldt6l megtisztitva fagyasztottuk le, a
néhany hetes novények rozetta leveleit illetve vegetativ fazisban levé novények viragzatat és zold, éretlen
becdit gytlijtottiik be. A ndvényneveld szobaban a tiznapos csirandvények egyik részét révid nappalos
megvilagitds mellett, masik részét a fény eldl elzarva csirdztattuk és novesztettiik. Mintdkat vettliink
sostressznek kitett novényekbdl és fehér sejtszuszpenziobdl is. Ehhez a névényi taptalajokat 200mM

NaCl-al egészitettiik ki, és a mintavételezés 2 illetve 6 ora elteltével tortént.
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A keletkezd cDNS szélakat alkalmassa tettiik a Gateway rekombinacion alapuld klonozo
stratégia hasznalatdra. Ehhez - egy PCR reakciéval - a cDNS-ekhez illesztettiik a
rekombindciot biztosito attB helyeket. Ezt kdvetden a cDNS szalak klonaz enzimek altal
rekombindciéval jutottak a pDONR tipusu klonozé plazmidba, majd onnan a pERS-GW
novényi expresszids vektorba. (3. abra). A tobblépéses folyamat végén a pER8-GW
expresszios vektorba juttatott cDNS konyvtarat Agrobaktérium sejtekbe transzformaltuk

s

leirdsa a 4.5 fejezeben talalhato.

Palas poliA
RNS tisztitas VNN polia
WV PoliA
c¢DNS szintézis l
attB1 attB2  ¢cDNS populacié attB
[ |

rekombinacios helyekkel

| ]
BP reakci6

pDONR201

attP1 attP2
atlL1 attl.2 cDNS kényvtar a pDONR201
s e I — ,
LR reakci6 klonozo vektorban
RB LB
{DLexA Joiliees{CmR Jol ccdB J{BA}}= pERS-GW
attR1 attR2
Arabidopsis genetikai l
transzformécio e .
I A [GA] cDNS koényvtar a pERS-GW
-~ tfé, expresszids vektorban

/\/\/\ novényi DNS

3. abra. A c¢cDNS konyvtar készitésének 1épései

Az Arabidopsis RNS-b6él cDNS-t szintetizaltunk, amit egy PCR reakcidéval rekombindciora alkalmas attB
helyekkel lattunk el. A cDNS populaciot eldszor BP clonase altal pDONR tipusu kloénozd vektorba
klonoztuk, majd LR clonase reakcioval pERS-GW novényi expresszidés vektorba, ezt Arabidopsis

génallomanyaba épitettiik.
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A cDNS konyvtar novényekben torténd kifejeztetéséhez hasznalt pERS-GW
expresszios vektor egy szteroid tipust allati hormon, a B-6sztradiol receptorat kédolod
XVE gént tartalmazza. Az Osztradiolt megkotd XVE fehérje a LexA-min35S
promoterhez kotddik és elinditja a mogeé épitett DNS szakasz expresszidjat (4. abra). Ez
a vektor a Nam-Hai Chua és munkatarsai altal eldallitott, Osztradiol indukalhato pERS
plazmid véltozata (Zuo €s mtsai, 2000), amelybe az Xhol és Spel hasitéhelyek kozé egy
Gateway expresszids kazettat épitettek Imre Somssich kutatocsoportjaban (4/A abra).
Agrobaktérium kozvetitett genetikai transzformacioval a novényi sejtekbe juttatott
pER8-GW vektor genomba épiild T-DNS eleme tartalmazza az egyes cDNS inszerteket,

amelyek kifejezddése, exogén titon bevitt dsztradiollal indukalhato.

A Bbsl 13118

Xbal 1088
~_ Bgll 1222

Clal 10123 PER8-GW

13293 bp

EcoNi 9891

Narl 9417

\Spel 6008

BstEll 7469 L
Y '/ hY
Sacl 6683 \ pnl 6505
Kpnl 6677
ER8B
B ERGA  ERGC Rét
RB LexA attR1 attR2 t3A LB
min35S

4. abra. A pER8-GW vektor és T-DNS térképe.

A: A pER8S-GW vektor térképe. Roviditések: RB, LB: a novényi genomba integralodé T-DNS jobb illetve
bal oldali hatarszekvenciai, pG10: az XVE fehérje transzkripciojat szabalyozé szintetikus prométer, XVE:
XVE transzkripcioés faktort kodold szekvencia, tE9: rbcS E9 poli(A) jarulékos szekvencia, pNOS: nopalin
szintdz promoter, Hyg pt: higromicin foszfotranszferaz gén, tNOS: nopalin szintaz poli(A) jarulékos
szekvencia, LexA: XVE transzkripcios faktort kot hely, attR1, attR2: Gateway rekombinécios helyek,
CmR: kloramfenikol rezisztencia gén, ccdB: kontraszelekciot lehet6vé tevé gén, t3A: rbeS 3A poli(A)
jarulékos szekvencia. B: A novénybe épiild T-DNS. Az attR rekombinacids helyek kozotti cDNS PCR
amplifikalasa az ER§A-ER8B primerparral, megszekvenalasa az ER8C bels6 primerrel torténik.
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5.1.2 A cDNS konyvtar jellemzése

A cDNS konyvtar pER8-GW expresszios vektorba €pitése utan a konstrukcidt E. coli

sejtekbe  transzformaldssal sokszoroztuk (lasd 4.6.2 fejezet), majd random
kivalasztottunk 12 koloniat és a vektorspecifikus ER8A és ER8B primerekkel kolonia
PCR-t végeztiink, a PCR terméket az ER8C primerrel megszekvenaltattuk (4/B abra). A
kapott szekvencidkon a TAIR szekvencia adatbazisan alapuldé Gsszehasonlité analizis
végeztiink. A kapott szekvencidk minden esetben tartalmaztdk a 3° végi poliA
motivumot, tehat 3' végrdl teljesek, azonban 5 ¢cDNS 5' vége hidnyos volt. Az elsd
szekvenalasi kisérlet szerint a cDNS kdnyvtar tobb mint a fele teljes hosszisagi cDNS
(késoébb joval tobb cDNS klon megszekvenaldsa utan is hasonld eredményeket kaptunk).
A 2. tablazat tartalmazza a szekvencia analizis &ltal azonositott cDNS-eknek
megfeleltethetd gének akcesszids szamat, az altaluk kodolt fehérjék ismert vagy

feltételezett funkcidjat és a cDNS elsé nukleotidjanak tdvolsagat a transzkripci6 START

pontjatol.
5'vég
tavolsaga a
START-t61
gén fehérje funkcio (nukleotid) cDNS allapota
1 | At5g08420 | ismeretlen, RNS kotés -141 teljes hosszsagu
2 | At5g59310 | lipid-transzfer fehérje (LTP4) -76 teljes hosszsagu
3 | At5g26880 | tRNA/RNA metiltranszferaz -5 teljes hosszsagu
4 | At4gl5470 | ismeretlen +407 toredék
5 | At2gl7110 | ismeretlen +2120 toredék
6 | At2g02370 | ismeretlen, SNARE motivum -197 teljes hosszsagu
7 | At4g02980 | auxin koto fehérje (ABP1) +387 toredék
8 | At2g26590 | adhezid szabalyozas -69 teljes hosszsagu
9 | At3g02770 | dimetilmetakinon -102 teljes hosszsagu
metiltranszferaz
10 | At5g46420 | 16S rRNs processing (RimM) +1077 toredék
11 | At3g56940 | dikarboxilat diiron +561 toredék
fehérje(CRDI)
12 | At5g42980 | thioredoxin (GIF1) -104 teljes hosszsagl

2. tablazat. Véletlenszeriien kivalasztott és megszekvenalt cDNS-ek.

A téblazat 1. oszlopa az E. coli kolonia sorszama, 2. oszlop az azonositott Arabidospsis cDNS-eknek
megfeleltethetd gének akcesszids szama, 3. oszlop a gének altal kodolt fehérjék lekozolt vagy feltételezett
funkcidja, 4. oszlop a cDNS szekvencia elsé nukleotidjanak tdvolsaga a START kodontdl, 5. oszlop a

c¢DNS allapota teljes hossziusagh vagy toredék.
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Miutan a ¢cDNS konyvtarat tartalmazé pERS-GW expresszios vektort Agrobaktérium
sejtekbe transzformaltuk, egy tjabb vizsgalatban meghataroztuk a c¢cDNS klonok
méreteloszlasat. Kivalasztottunk 96 felnovo Agrobaktérium telepet és a vektorspecifikus
ERS8A - ER8B primerekkel kolonia PCR-t futtattunk. A kapott termékeket agar6dz
gélelektroforézissel méret szerint elvalasztottuk. A gélfotd alapjan 200 bp-os
pontossaggal megbecsiiltik a méretiiket és aszerint csoportositottuk Oket. A méret
meghatarozasnal figyelembe vettiikk azt, hogy az ERSA-ER8B primerrel végzett PCR
reakcié terméke 408 bp vektor eredetli szekvenciat is tartalmazott. A fragmentek
méreteloszlasat Osszevetettiik a TAIR adatbazisabol random kivalasztott 96 cDNS
méretével (5. abra). A kivalasztott TAIR cDNS-ek listdja megtalalhato a Filiggelékben
(F2. téblazat). Az eredményekbdl arra kovetkeztettiink, hogy a cDNS konyvtar

fragmentjeinek méreteloszlasa hasonlit az Arabidopsis teljes hosszusagu transzkriptek

méreteloszlasara, ugyanakkor a hosszabb, 2 kb-ndl nagyobb cDNS-ekbdl kevesebbet

kb

tartalmaz.

1kb
3kb
2kb
1kb
B 14
- M cDNS kényvtar
= B TAR
3
N
3
(0]
3
av4
\i_)
©
o
N
(%]

<0.3 0,4- 0,6- 0,8- 1,0- 1,2- 1,4- 1,6- 1,8- 2,0- 2,2- >2.3
05 07 09 1,17 1,3 1,5 1,7 1,9 2,1 23

fragment méret [kb]

5. abra: A ¢cDNS kényvtar random cDNS-einek méreteloszlasa.
A: 48 PCR fragment agardzgélen torténd elvalasztasa, B: a fragmentek méreteloszlasanak 6sszehasonlitasa

a TAIR Arabidopsis cDNS adatbazisb6l random moédon kivalasztott cDNS-ek méreteloszlasaval.

33



EREDMENYEK

5.2 AZ ADH-LUC ARABIDOPSIS VONAL ELOALLITASA

5.2.1 Az ADHI-LUC riportergén konstrukcidja

A stresszre indukal6dd riportergén konstrukcié 1étrehozdsdhoz megklonoztuk az
Arabidopsis alkohol dehidrogendz 1 (ADHI) 2,4 kb hosszu prométerét, és a promoter

nélkiili szentjdnosbogar luciferaz (Ffluc+) gént hordozé pBin-luct+ plazmidba épitettiik

s

1étre, amit ADH1-LUC génkonstrukcidonak neveztiink el (6. dbra).

TATA-box
= rrz—}
RB nos Metll PAnos PADH1 Ffluc+ pAnos LB

6. abra. Az ADHI-LUC riportergént hordozé T-DNS térképe.
Roviditések: RB, LB: a T-DNS hatarszekvenciai, pNOS: nopalin-szintdz promoter, nptll: kanamicin
rezisztenciat biztositd gén, pAnos: poli A szekvencia, pADHI1: az ADHI gén promoter régidja, Ffluc+:

szentjanosbogar luciferaz gén.

5.2.2 Az ADHI1-LUC fiiggetlen novényi vonalak tesztelése

Az ADHI-LUC riportergén konstrukcidt Agrobaktérium kozvetitette géntranszfer
modszerével Col-0 vadtipusi Arabidopsis novényekbe transzformaltuk. A kanamicin
szelekcioval kivalasztott 20 fiiggetlen transzformans ndvény, CCD képalkotassal
megvizsgalva, mar stressz mentes koriilmények kozott is, alacsony intenzitast
biolumineszcenciat mutatott. Azonban 20uM ABS kezelés utan 4 6raval 16 novényben
tobbszordsére megndvekedett luciferaz aktivitast mértiik. A kovetkezd generaciojuk
kamanicin rezisztencia hasadasi aranya 14 vonal esetében 3:1 volt, ezek feltételezhetéen
egyetlen példanyban tartalmaztdk az ADHI-LUC transzgént (Fliggelék F3. tablazat).
Ezeket a novényeket 20uM ABS oldattal kezeltiik és lumineszcencia valtozasukat 24
oran keresztiil automatikus képsorozat készitéssel mértiik. Néhany vonal esetében mar az
ABS kezelés el6tt alacsony szintii biolumuneszcenciat detektaltunk az érzékeny CCD

kameraval. Az ABS kezelést kovetben szdmos vonal luciferdz aktivitasa novekedni
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kezdett, azonban ennek mértéke eltérd volt. Néhany esetben a ndvekedés csak
viszonylag alacsony szintli volt (3-as, 13-as, 14-es, 17-es vonalak), az 1-es, 2-es, 5-0s, 9-
es, ll-es, 12-es és 16-os vonalak esetében Iényegesen nagyobb lumineszcencia
novekedést talaltunk. A tobbi vonalban nem volt mérhetd szignifikans valtozas. Amig a
novények fotoszintézisbdl visszamaradod lumineszcencidja a fotoszintetikus szervekben
volt kimutathato, az ADHI-LUC gén aktivitasabol szdrmazo biolumineszcencia az egész
névényben (a gyokérben és hajtasban egyidejiileg) megnovekedett ABS kezelés hatasara
(7. abra).

fénykép fotosz. lum lum Qdra

100 === ADH1-LUC 1
=—o— ADH1-LUC 2
© 80 == ADH1-LUC 5
g —=— ADH1-LUC 9
g —— ADH1-LUC 11
% 607 =—— ADH1-LUC 12
£ —=— ADH1-LUC 16
340
2
&
220
O h T T T T T T T T

3 6 9 12 15 18 21 24
id6 [6ra]

7. abra. A fiiggetlen ADH1-LUC vonalak biolumineszcencia valtozasanak analizise 20pM ABS
kezelést kovetden.
A: Az ADHI1-LUC vonalak és Col-0 (vt) vadtipusi novények fényképe (teszt kép), fotoszintézisbol
visszamarad6 lumineszcencia (fotosz. lum) és luciferaz aktivitdsbol szdrmazé lumineszcencidja (lum) az
ABS kezelés elott (0 ora) és utan 4, 12, 24 éraval.
B: Hét vonal biolumineszcenciajanak novekedése grafikonon dbrazolva.
C: A biolumineszcencia a hajtasban és gyokérben egyarant jelentkezik. A szinek dsszefiiggésben allnak a

novekvd lumineszcencia intenzitassal (kék < piros < sarga < fehér).
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Az l-es, 2-es, 5-0s, 9-es, 11-es, 12-es és 16-os vonalban az ABS hatasara detektalt
biolumineszcencia lassan ndvekedni kezdett, aminek mértéke kb. masfél 6ra mulva
felgyorsult, a kezelést kdvetdé mintegy 4-5 ora elteltével elérte a maximumat, majd
folyamatosan csokkenni kezdett. A 7/B ébran lathat6 grafikon alapjan elmondhatd, hogy
luciferdz aktivitas valtozasanak idébeni jellege hasonld, azonban mértéke kiilonbozo.
Habar a 1-es szamu vonal relativ biolumineszcenciaja érte el a legmagasabb értékeket, az
indukciot kdvetden az 1-es és a 16-0s vonalban is kb. 100-szoros ndvekedést mértiink. A
16-os vonal alapaktivitasa joval kisebb volt, ezért valasztottuk ki a tovabbi

kisérleteinkhez.

5.2.3 Az ADH-LUC vonal luciferaz aktivitasa stresszre indukalkodik

Az ADHI1-LUC 16-0s vonalbdl homozigdta vonalat allitottunk el6, amit ADH-LUC-nak
neveztiink el. Tovabbi mérésekkel kimutattuk, hogy az ADH-LUC noévények luciferaz
aktivitasa stressz koriilmények hatasara is indukalédik. A 200mM NaCl, a 300mM
mannitol, a 400mM szacharoz, és a 10uM hidrogén-peroxid kezelés is kivaltotta a
detektalhatd biolumineszcencia novekedését (8/A abra).

A stressz koriilmények altal kivaltott biolumineszcencia ndvekedés kb. félora
késéssel jelentkezett az ABS hatasdhoz viszonyitva. A 200mM NaCl és 400mM
szachar6z 80-100-szoros intenzitds novekedést okozott, ez kb. megegyezik azzal, amit az
ABS kezelés idézett eld, de a maximalis értékek mintegy 1 o6rdval késobb voltak
mérhetok. A mannitol és a hidrogén-peroxid hatasara létrejott biolumineszcencia
valtozas viszont kisebb volt (18-20-szoros), a maximalis értékiiket 3-4 ora alatt érték el.

(8/B abra).
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lum 0ora lum 406ra
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szacharoz ° mannitol
e

[}

H>05
B 100 ——KONTR
& —=— ABS
£ 80 *— NaCl
N 60 | —— mannitol
qc"3 —=— szacharéz
Ea0-
=
220 |
o
o B i i i 1 1

id6 [6ra]

8. abra. Az ADH-LUC vonal luciferaz aktivitasanak valtozasa stressz hatasara.
A: Kéthetes ADH-LUC noévények lumineszcencidja kozvetleniil (0 6ra) és 4 oraval azutan, hogy 20uM
ABS, 400mM szachar6z, 300mM mannitol, 200mM NaCl, vagy 10mM H,O, tartalmu taptalajra tettiik

Oket. B: a lumineszcencia valtozasok grafikusan abrazolva az id6 fiiggvényében.

5.3 AZ ADH1-LUC RIPORTERGEN TRANSZ-AKTIVACIO VIZSGALATA

5.3.1 Megnovekedett ADHI-LUC aktivitast mutato vonalak azonositasa

s

transzformaltuk az indukalhat6 pERS-GW/cDNS konyvtarral és olyan cDNS-eket
probaltunk azonositani melyek az ADHI-LUC riportergén indukciojat okozhatjak. A
pER8-GW T-DNS-t tartalmaz6 csirandvényeket higromicin szelekcioval valasztottuk ki
¢s luciferdz aktivitasukat mértiik a cDNS taltermelését eldidézd dsztradiol kezelés elott
és utdn, a mért értékeket Osszehasonlitottuk. Kivalasztottuk azokat, melyek
biolumineszcencidja megvaltozott illetve magasabb volt, mint a tdbbi ndvényé. A
kivalasztott vonalakat {iveghdzba iiltettiikk és a kdvetkezO generacidoban vizsgaltuk a T-

DNS inszerci6 szegregalasat illetve a biolumineszcenciat (9. abra, 4.5.6 fejezet).
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f L PCR «

9. dbra. A riportergén aktivacion alapulé genetikai sziirés sémaja.
a, A transzformacid6 kompetens cDNS konyvtar eldallitasa; b, az ADH-LUC novények genetikai

transzformaciodja; c, T1 generacid antibiotikum szelekcidja; d, a transzformansok lumineszcencia mérése;

sy

PCR-rel és szekvenalassal.

Mintegy 20 000 transzformans csirandvényt atvizsgaldsa utan 11 vonalat azonositottunk
megnodvekedett luciferaz aktivitassal. Az antibiotikum szegregacios vizsgalatok alapjan a
vonalak koziil 9 egyetlen, 2 valoszintlileg két pER8-GW T-DNS inszertet tartalmazott
(Fliggelék F4. tablazat).

5.3.2 Két vonal azonositasa osztradiol fiiggo luciferaz aktivitassal

A kivalasztott 11 vonal luciferaz aktivitasat vizsgaltuk 4uM Osztradiol kezelés el6tt és
utan. A vonalak tobbségének megndvekedett biolumineszcencidja nem fliggott az
Osztradiol indukciotdl, azonban két vonal esetében - ezek az ADH/121 és az ADH/242-
es vonalak - a biolumineszcencia 0sztradiol kezelést kdvetd néhany 6ra mulva novekedni
kezdett (10. abra). A korabban elvégzett higromicin szelekcid vizsgalatok alapjan az
ADH/121 vonal egy, az ADH/242-es vonal két inszertet tartalmazott (Filiggelék F4.
tablazat).
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10. Abra. Az ADH/121 és ADH/242 vonal luciferaz aktivitasanak 6sztradiol indukcidja.
Mindkét vonalban mar a 4uM o6sztradiol kezelés eldtt luciferaz aktivitds detektalhatd a hajtas részben, a
kezelés utan 12 oraval megndvekedet luciferaz aktivitds lathatdé az ADH/121 ndvények gyokerében

valamint az ADH/242 ndvények gyokerében és hajtasaban egyarant.

5.4 AZ ADH/I121 VONAL JELLEMZESE

5.4.1 Az ADH/121 vonal luciferaz aktivitasanak vizsgalata

s

ADH/121 vonalat. Korabbi kisérleteinkbdl kideriilt, hogy a stressz koriilmények és az
ABS kezelés hatdsara az ADHI-LUC gén aktivitdsa az egész ndvényben 3-4 Oran
keresztiil novekszik, majd csokkenni kezd (5.2.3. fejezet). Az ADH/121 vonal ABS
indukélta luciferaz aktivitdsa nagyon hasonlitott arra, amit az eredeti ADH-LUC
novények is mutattak, azonban az osztradiol kezelés eltéro jellegli riportergén miikodést
valtott ki. Az Osztradiol kezelést kovetden a hajtasban ndvekedni kezdett és a gyokérben
is megjelent a biolumineszcencia, de a 24 oraig tart6 kisérlet ideje alatt, intenzitdsa nem
érte el az ABS altal kivaltott értékeket. Amikor a novények egyidejiileg ABS és
Osztradiol kezelést is kaptak, a biolumineszcencia az ABS hatdsara a megszokott mdédon
fokozddott, de - foleg a gyokérben - megemelkedett szinten maradt 24 6ran keresztiil.

(11. abra).
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11. Abra. Az ADH/121 vonal luciferaz aktivitisanak valtozasai ABS és dsztradiol hatasara.

A Kkisérlet leirdsa: a novényeket négyféle kezelést kaptak, KONTR: 0,1% DMSO oldat, ABS: 20uM ABS,
OSZTR: 4uM oésztradiollal, ABS + O: kombinalt ABS és dsztradiol kezelés. Luciferaz aktivitasukat 24
oran keresztliil mértiik. A: lumineszcencia valtozasok képe CCD képalkotassal a kezeléseket kovetd 0,

4,12, 24 6ra multan. B: A lumineszcencia valtozasok grafikonon abrazolva.

Amikor az ADH/121 noévényeket 200mM NaCl vagy 300mM mannitol tartalmu
taptalajra helyeztiik nagymértékti ADH-LUC aktivitast lattunk a hajtasban és gyokérben
egyarant, ami 3-4 ora elteltével csokkenni kezdett, ahogyan ezt a cDNS inszerciét nem
tartalmaz6 ADH-LUC ndvényeknél is tapasztaltuk (5.2.3. fejezet). Osztradiollal
kombinalva a NaCl és a mannitol is a riportergén megndvekedett miikodését idézte el a
kisérletek ideje alatt (12/A ébra). Ugyanakkor az ADH-LUC noévények luciferaz
aktivitasa nem indukalddott 6sztradiol hatasara valamint a NaCl és Osztradiol kombinalt
kezelések nem idézték eld a hosszan fennmaradd magas biolumineszcencia értékeket

(12/B ébra).
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12. abra. Az ADH/121 és ADH-LUC névények luciferaz aktivitas valtozasa stressz koriilmények és
osztradiol hatasara.

A: Az ADH/121 ndvényeket kontroll 1/2MSAR ¢és 200mM NaCl-al kiegészitett taptalajra helyeztiik, egy
részikket 4uM Osztradiollal is kezeltiik és biolumineszcencidjukat mértiik. B: Az ADH/121 névények
luciferaz aktivitasa kontroll és 300mM mannitollal kiegészitett taptalajra helyezést és/vagy 4uM osztradiol
kezelést kovetéen. C: Az ADH-LUC ndvények lumineszcencia valtozasa kontroll és 200mM NaCl

tartalmu taptalajra helyezés, valamint 4pM &sztradiol kezelés utan.

5.4.2 Az ADH1 mRNS szintje megemelkedik ABS és osztradiol kezelés hatasara az
ADH/121 vonalban

Az ADH/121 novények endogén ADHI mRNS szintjét vizsgaltuk valés-idejii RT-PCR-
rel. Az ABS kezelést utan 6 oraval t6bb mint 4-szeres ADH1 mRNS szintet mértiink, 24
orat kovetden ez a mennyiség lecsokkent és hasonlova valt ahhoz, amit a kontroll
novényekben mértiink. Az Osztradiol kezelés hatdsara az ADH1 transzkript szintje a 6.
oraban 1,8-2-szeresére emelkedett €s ehhez képest csak egy kismértékben emelkedett a

24. oraban vett mintdkban. Az Osztradiol és ABS egyiitt kb. 4-szeresére novelte az
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ADH1 mRNS mennyiségét, ez hasonlé ahhoz, amit az ABS indukcional lattunk, de a
transzkript szint nem csokkent szdmottevoen 24 6raval a kezelés utan (13. abra). A
kapott eredmények megfeleltethetok a korabban mért luciferdz aktivitas valtozasoknak

(5.4.1. fejezet).

ADH1 M6 ora
W24 6ra

viszonyitott mRNS szint
w

KONTR  ABS 0SzZTR A+ 0

13. abra. Az ADH1 mRNS szint valtozasa az ADH-121 vonalban ABS és észtradiol hatasara.

A Kkisérletben kéthetes ADH/121 novényeket kezeltink 20uM ABS-val (ABS), 4uM 06sztradiollal
(OSZTR), kombinalt kezelésiikkel (A + O), illetve 0,1% DMSO oldattal (KONTR), 6 és 24 éraval késébb
lefagyasztottuk azokat. Az ADH1 mRNS szintjének meghatarozasat kvantitativ RT-PCR-rel végeztiik.

5.4.3 Az ADHI1 enzim aktivitasa megemelkedik dsztradiol kezelést kovetéen az

ADH/121 vonalban

Szinreakcion alapuld hisztokémiai festést alkalmazva kimutattuk, hogy az ADH1 enzim
aktivitasa megemelkedett az ADH/121 novények gyokereiben 0sztradiol kezelést kdvetd
12. 6rdban. A DMSO kontroll oldattal kezelt kontroll névényekben nem volt kimutathato
szinreakcid. A cDNS-t nem tartalmazé6 ADH-LUC novények nem festédtek az dsztradiol

hatasara (14. abra).

KONTR OSZTR

1%

#

[N ]

ADH-LUC ADH/121 ADH-LUC ADH/121

14. Abra. ADH enzim aktivitas hisztokémiai festés.
Az ADH/121 és ADH-LUC novényeket 4uM osztradiollal kezeltiik, a kontroll kezeléshez 0,1% DMSO
oldatot hasznaltunk. 12 oraval késébb ADH hisztokémiai festést végeztiink leirtak szerint. Az ADH/121

novények gyokerében Osztradiol fiiggé ADH enzim aktivitast mutattunk ki.
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5.4.4 Az ADH/121 vonal cDNS inszertjének azonositasa

Az ADH/121 névények genomi DNS-ének izolalasat kovetden vektor specifikus ER8A -
ERS8B primerparral végeztiink PCR reakciot. A tisztitott PCR terméknek meghataroztuk
a nukleotid sorrendjét, a szekvencia megfeleltethetd volt az Arabidopsis At1g53910 gén
teljes hosszusagu transzkriptjének. E gén terméke a RAP2.12 (Related to Apetala 2) egy
AP2/EREF tipusu transzkripcids faktor fehérje, amit eddig nem jellemeztek.

A szekvendldssal kapott nukleotid szekvencia elemzése soran azonositottuk a
poliA motivumot. A szekvencia a két végén vektor eredetii részletet és a rekombinacidért
felelés helyeket is tartalmazta (15. &bra). Az adatbazisban lekozolt RAP2.12

transzkripttel 6sszehasonlitva a cDNS nukleotid sorrendjében nem tartalmazott eltérést.

TCAACGCAGAGTA
CGCGGGGGAAGAGGCAAAGATATAACCCCCAAAAGTATCAATTAGTTTCCATTTTCGCCGCTAAGATTCTGTTTTCGAACATTTACACC
CTCAAGAATCGCCGCC

GAGATCCAGTTTCATGTAAATAAGGCTGCATGTTTGTGAGTTTCCCGCATCGTTCGTTTATCA
ACCTCCAAAACTTTCTAATGTCTGTTACTTGCATCTTCTTCTGCTGTCTCTGTCTGTCTCTCTCAGGAGTTCCTGTTTGCATTGCGAGA
AGCCATGAGCCTCTATCTTGAGGGTAGTTGTGATGAAGTTAAGTAGAGGCTTATTTTTAGGGGTTGTGGTAGTTTTTGTTTTAGTGAAT
CTTTTGAATTCGTTTGTGTTTTGTTTTTGTTACTTTATGCCCCAAAACTCCTTTAACATTTGTCATAATGTGTTTGAACCTCTCATCTG

TTTAATCAAATAAATCTTCTTTGTATGCTACCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAATAAAAAAGTACTCTGCGTTGACC_

15. abra. Az ADH/121 vonalban azonositott cDNS szekvencidja

Abramagyarazat: . = vektor szekvencia, l = Gateway rekombinécios hely, =UTR,

[l = fehérje kodolé szekvencia

5.4.5 A RAP2.12 fehérje az AP2/ERF transzkripcios faktorok B-2 alcsaladjaba

tartozik

Fehérje szekvencia homoldgia alapjan a RAP2.12 négy transzkripcids faktorral nagy
hasonlésdgot mutat, koztik a RAP2.2 és RAP2.3/EBP fehérjével (16. abra). A
szakirodalom ezt az 6t fehérjét az AP2/ERF transzkripcios faktorok, ERF alcsaladjanak
B-2 csoportjaba sorolja (Sakuma és mtsai, 2002). A B-2 csoport tagjai egyetlen
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APETALA 2 tipusi DNS ko6té domént tartalmaznak. A RAP2.3/EBP gén etilénre

indukalodik és bizonyitottan kotddni képes az etilén-valaszért felelés promoter elemhez

a GCC motivumhoz (Buttner és Singh, 1997). A RAP2.2 fehérje a karotenoid szintézis

szabalyozéasaban jatszik fontos szerepet (Welsch és mtsai, 2007).

RAP2.12
RAP2.2
RAP2.3/EBP
At1g72360
At2g47520

RAP2.12
RAP2.2
RAP2.3/EBP
At1g72360
At2g47520

RAP2.12
RAP2.2
RAP2.3/EBP
At1g72360
At2g47520

RAP2.12
RAP2.2
RAP2.3/EBP
At1g72360
At2g47520

RAP2.12
RAP2.2
RAP2.3/EBP
At1g72360
At2g47520

RAP2.12
RAP2.2
RAP2.3/EBP
At1g72360
At2g47520

RAP2.12
RAP2.2
RAP2.3/EBP
At1g72360
At2g47520

16. abra. Az AP2/ERF2 B-2 alcsalad transzkripciés faktorainak szekvencia dsszerendezése.

MCGGAIISDFIPPPRSRRVTSEFIWPDLKKNLKGSKKSSKNRSNFFDFD-AEFEADFQGF

MCGGAIISDFIPPPRSLRVTNEFIWPDLKNKVKASKKRSNKRSDFFDLD-DDFEADFQGF
MCGGATIISDYAP——————mmmmmm e LVTKAKGRKLTAEEL--WSELD-ASAADDFWGF
MCGGAVISDYIAP—————————mmmmmm EKIARSSGKSSWRSNGVFDCSIYDFDGNFDEL
MCGGAIISDFIWS——————————mmm KSESEPSQLGSVSSR-———————mm e
*****:***: . . H

KDDSSIDCDDDFDVGDVFADVKPFVFTSTPKPAVSAAA—————— EGSVFGKKVTGLDGDA
KDDSAFDCEDD---DDVFVNVKPFVFTATTKPVASAFVSTGI YLVGSAYAKKTVESAEQA
YSTSKLHPTNQ-—-————— VNVEK == = m — oo EEAVKKEQAT
ESDEPF —— — o VFSSTHKHHASGS
-------------------------------------------------- KKRKPVSVSE

EKSANRKRKNQYRGIRQRPWGKWAAEIRDPREGARIWLGTFKTAEEAARAYDAAARRIRG
EKSSKRKRKNQYRGIRQRPWGKWAAEIRDPRKGSREWLGTFDTAEEAARAYDAAARRIRG
EPGKRRKRKNVYRGIRKRPWGKWAAEIRDPRKGVRVWLGTFNTAEEAAMAYDVAAKQIRG
ASDGKKKQSSRYKGIRRRPWGRWAAEIRDPIKGVRVWLGTFNTAEEAARAYDLEAKRIRG
ERDGKRERKNLYRGIRQRPWGKWAAEIRDPSKGVRVWLGTFKTADEAARAYDVAAIKIRG

° s . kokhkkghkhhkhohhhhhhdhd ok % *hkhdhdk dkghhk *hk%k * sk%k%x

SKAKVNFPEE-NMKANSQKR-SVKAN-LQKPVAKPN—————— PNPSPALVQNSNISFEN-
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DKAKLNFPDLHHPPPPNYTP—————————— PPSSPR—————— STDQPPAKKVCVVSQSE-
AKAKLNFPNESSGKRKAKAK——————— TVQQVEENHEADLDVAVVSSAPSSSCLDFLWE—
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———-ENNPDTLLIDTQWLEDIIMGDANKKHEPNDSEEANN-=======—=——== VDASLL
———————————————————————— EADTKPGGNQNELISE---=-===——=—----=-NQVESL
TPDISS--AVINNNNSALFFEEANPAKKLK-—---- SMDFETPYNNTEWDASLD---FLNE
TPEISS--MLVNNNE-ASFVEETNAAKKLKPNSDESDDLMAYLDNALWDTPLEVEAMLGA
KQQISSLESFLELDG-=======———— e ———mmm NTAEQPSQLD-—=—====
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——————— ESVSEVDMWMLDDVIASYE--- 248
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59

42
45
28

113
116

64
38

173
176
127
124
98

223
236
170
176
112

279
293
204
218
134

A fehérje szekvencidkat a DATF Arabidopsis transzkripcios faktor adatbazisbol vettiik. Az 6sszerendezést

a ClustalW alkamazassal készitettiik. A bekeretezett rész jeloli az APETALA 2 domént.
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5.4.6 A RAP2.12 gén kifejezodése indukalhatéo az ADH/121 vonalban

A korabbiakban azt lattuk, hogy az ADHI promoter vezérelt luciferdz aktivitds ABS
kezelés hatasara az ADH-LUC és az ADH/121 vonalban egyarant megnovekedett, de
Osztradiol hatdsara csak az ADH/121 vonalban lattunk egy alacsony szintii novekedést.
Szemikvantitativ RT-PCR-rel kimutattuk, hogy az ADH/121 ndvényekben az dsztradiol
indukcio eldidézte a RAP2.12 mRNS mennyiségének megnovekedését, ami kimutathatd
volt a kezelés utan 6 és 24 o6raval is, ugyanakkor az ABS kezlésre a RAP2.12 nem
indukélodott. A cDNS inszerciét nem tartalmazé ADH-LUC novényekben a RAP2.12

mRNS szintje nem emelkedett meg az Osztradiol hatdsara. (17. abra).

ADH-LUC ADH/121

KONTR [ ABS |OSZTR ABS+O KONTR| ABS {)SZTR ABS+0O

6 24 |16 24 |6 24|16 24|16 2416 24 [6 24 |6 24

RAP2.12

Actin 2

17. abra. A RAP2.12 mRNS szintje az ABS és dsztradiol kezelések hatasara.

Az ADH-LUC és ADH/121 14 napos ndvények kezelése 20uM ABS-val és/vagy 4uM 0Osztradiollal
tortént. A kontroll novényeket 0,1% DMSO oldattal kezeltiik. A RAP2.12 specifikus RAP-A -RAP-B
primerekkel végzett RT-PCR 30. ciklusaban torténd mintavétel sordn kimutathaté volt az Osztradiol

kezelés hatdsara megndvekedett RAP2.12 mRNS szint.

5.4.7 A RAP2.12 cDNS klonozasa és novénybe transzformalasa

Az ADH/121 vonalban azonositott RAP2.12 c¢DNS-t pDONR201 plazmid
kozremikodésével pERS-GW vektorba épitettiik, majd ADH-LUC ndvényekbe
transzformaltuk. A 13 ADH/RAP2.12 transzformans ndvényi vonal koziil 10 6sztradiol
indukélhat6é lumineszcenciat mutatott, aminek jellege nagyon hasonl6 volt arra, amit az

ADH/121 névényeknél lattunk (18. abra).
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ADH-LUC

ADH/121 =%

ADH/RAP2.12

18. abra. Az ADH/RAP2.12 fiiggetlen transzformansok luciferaz aktivitasa 6sztradiol indukcié elott
és azt kovetoen.

A 14 napos homozigéta ADH/121, ADH-LUC névények ¢és fiiggetlen ADH/RAP2.12 transzformansok
luciferaz aktivitdsa a 4uM Osztradiol kezelés elott €s 12 draval utana. A felsé képen a ndovények fényképe,
az alson a CCD kameraval rogzitett lumineszcencidja lathatd. Az ADH/RAP2.12 ndvények hasonld

biolumineszcenciat mutatnak, mint az eredeti ADH/121 ndvények.

5.4.8 A RAP2.12 transzkripcios faktor és ADH1 promoter kolcsonhatasanak

vizsgalata

s

G-box helyekhez kotd transzkripcios faktorok feleldsek (de Bruxelles és mtsai, 1996). A
GT-motivumokhoz kotédni képes MYB tipusit MYB?2 transzkripcids faktor és a G-box
elemekhez koté bZIP és bHLH tipusu transzkripcids faktorok fontos szerepet jatszanak
az ADHI gén stressz és ABS altali indukcidjaban (lasd 2.3 fejezet). Dolferus és
munkatarsai az Arabidopsis ADHI promdter elemek tanulmanyozasa érdekében,
létrehoztak és novényekbe transzformaltak olyan ADHI prométer és GUS riportergén
fuziokat, melyek a promoter csak bizonyos szakaszait tartalmaztdk illetve az ismert
promoter funkcionalis helyeket elrontottak (Dolferus és mtsai, 1994). A RAP2.12 cDNS-
t hordoz6 ADH/121 vonalat kereszteztiik ezekkel a ndvényekkel, a T2 generdcidban
vizsgaltuk az 6sztradiol indukcio hatasara bekovetkezé GUS festddést a gyokerekben. A
mutacidt nem tartalmazo 510 bp hosszisaga ADH1 promoter, valamint az elrontott GC,

GT ¢és G-Box motivumokat tartalmazé promoterek is képesek voltak a mogéjiik kapesolt
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GUS riportergén kifejezédésének fokozasara, dsztradiol hatdsara. A rovid, minddssze
141 bp hossza ADHI prométer fragment nem volt elegendé a riportergén Osztradiol
fliggd aktivitdlasdhoz (19. abra). Mindezekbdl arra kovetkeztettiink, hogy a RAP2.12
transzkripcids faktor az ADHI promoter -510 és -141 pozicidja kozott, de nem az ismert
transzkripcidés faktor kotd helyeken keresztiil keriil kolcsonhatasba az ADHI gén

promoterével.

Osztradiol indukcid:

-510::GUS/RAP2.12 AG-Box::GUS/RAP2.12 AGT::GUS/RAP2.12 AGC::GUS/RAP2.12 -141::GUS/RAP2.12

19. abra. A promoéter deléciokat és elrontott prométer elemeket tartalmazé ADHI-GUS riportergén
gyokérspecifikus aktivalasa a RAP2.12 ¢cDNS altal.

Az ADH/121 névények és a promoter delécidkat (-510, -141) valamint elrontott promoter elemeket
tartalmaz6 ADH-GUS vonalak keresztezésébdl szarmazod nodvények gydkérspecifikus GUS enzim
aktivitasat vizsgaltuk. Az osztradiol indukalt novényeket +-al a kontroll oldattal (0,1% DMSO) kezelt
novényeket—al jeloltik. A RAP2.12 cDNS az 0Osztradiol kezelést6l fiiggéen indukélta az 510 bp
hosszlisagu-, valamint az elrontott funkcionalis elemeket tartalmazé6 ADHI promoéter mogé épitett GUS
riportergén aktivitasat. A 141 bp hosszisagi ADHI promdter fragment nem volt elegendd a riportergén

aktivitalasdhoz.

A MYB2 és MYC2 fehérjék az RD22 stressz valasz gén transzkripciondlis aktivatorai is
egyben (Abe és mtsai, 2003). Valds idejii RT-PCR-rel vizsgaltuk, hogy az ADH/121
novényekben az Osztradiollal indukalt RAP2.12 ¢cDNS megvaltoztatja-e a MYB2 és
MYC2 valamint az RD22 transzkriptek szintjét. Az ABS kezelés utan 6 6raval a MYB2
€és MYC2 transzkripciés faktorok mRNS mennyisége 2-3-szorosara novekedett, és 24
ora multan még mindig fokozott szintjiik volt mérhetd. Az dsztradiol kezelés nem idézett
el6 kimutathat6 valtozast kifejezddésiikben. Az RD22 gén transzkriptje kb. 4-szeresére
emelkedett ABS kezelés utan 6 d6raval, de a 24. 6raban vett mintdkban mennyisége ujra

lecsOkkent. A kombinalt ABS és 0Osztradiol kezelés hatasara a mRNS szint valtozasa
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nagyjabol megegyezett azzal, amit az ABS idézett el6. Az eredményekbdl azt a
kovetkeztetést vontuk le, hogy az Gsztradiol indukalt RAP2.12 ¢cDNS nincs hatassal a
MYC2, MYB2 és RD22 mRNS szintjére, vagyis a RAP2.12 nem az emlitett
transzkripcids faktorok kifejezodésének indukciojan keresztiil aktivalja az ADHI gént

(20. abra).

4 3 5

MYB2 M6 ora MYC2 M6 ora RD22 T W6 6ra

M246ra _ — W24 6ra 41 W24 éra =
2 | T

w

N

viszonyitott mRNS szint

o

KONTR ABS OSZTR A+ 0 KONTR ABS OSZTR A+ 0 KONTR ABS O0SZTR A+ 0

20. abra. A MYB2, MYC2 és RD22 mRNS mennyiségének valtozasa az ABS és dsztradiol kombinalt
kezelés hatasara az ADH/121 vonalban.

A kisérletben kéthetes ADH/121 ndvényeket kezeltiink 20uM ABS-val és/vagy 4uM 0sztradiollal, majd 6
és 24 oraval késobb lefagyasztottuk azokat. A mRNS mennyiségének meghatarozasat kvantitativ RT-PCR-
rel végeztiik.

5.4.9 Az RAP2.2 és RAP2.3 transzkripcios faktorok is indukaljak az ADHI-LUC
gént

A RAP2.12 fehérjével nagy szekvencia homologiat mutato RAP2.2 és RAP2.3-as gének
cDNS-¢ét elkértiik a REGIA Arabidopsis transzkripcids faktor gytijteménybdl (Paz-Ares
és A Regia, 2002) ¢és beépitettiik az Osztradiol indukalhaté pER8-GW vektorba. A
konstrukciokat az ADH-LUC névényekbe transzformaltunk. A T1 generacio
tesztelésekor a higromicin tartalmu taptalajon szelektalt novények luciferaz aktivitasat
mértilk. Az Osztradiol kezelés hatasara mindkét esetben, szamos fiiggetlen vonalban

mértiink megndvekedett riportergén aktivitast (21. abra). Az eredményekbdl arra

kovetkeztettiink, hogy a RAP2.12 homoélog RAP2.2 és RAP2.3 is képes az ADHI

s
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Osztradiol indukcio:
Odra 1206ra

ADH-LUC

ADH/RAP2.2

21. abra. Az ADH/RAP2.2 és ADH/RAP2.3 vonalakban az 6sztradiol indukalt riportergén aktivacio.

A higromicin rezisztens névények biolumineszcenciaja az dsztradiol indukcid indukciot kovetd 12. 6rdban.

5.4.10 A RAP2.2, RAP2.3 és RAP2.12 gének kifejezédésének szintje a kiilonb6zo

szovetekben illetve fejlédési allapotokban eltéro

A Genevestigator microarray adatbazisban kozétett adatok alapjan, dsszehasonlitottuk az
Arabidopis kiilonb6z6 szerveiben, szoveteiben és fejlddési allapotaban detektalt RAP2.2,
RAP2.3 és RAP2.12 gének kifejez0désének mintazatat (Zimmermann €s mtsai, 2004). A
RAP2.2 és RAP2.12 gén éltaldban magasabb szinten fejezddik ki mint a RAP2.3, a
kiilonb6z6 szovet tipusokban és fejlodési allapotokban egyarant. Az Arabidopsis legtobb
szovetében a RAP2.2 és RAP2.12 gének transzkriptjeinek mennyisége hasonld, magas az
érett magokban, a csirdzas korai stddiumdban 1év6 duzzadt magokban, a csirandvények
hipokotiljaban, valamint a rozetta levelek szdraban és vaszkuldris rendszerében. A
RAP2.12 magas gén kifejez6dést mutatott a szeneszcencia alatt all6 rozetta levelekben, a
szar és a viragzat bizonyos részeiben (22/A é4bra).

A RAP2.2 és RAP2.12 gének kifejezddése jelentésen megnovekszik az érett és a
csirazd6 magokban, mig a RAP2.3 gén kifejezddése a kiilonbozd fejlodési allapotokban
szinte végig alacsony szinten marad, csak az érett magokban mutathaté ki némi

novekedés (24/B abra).
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22. abra. A RAP2.2, RAP2.3 és RAP2.12 génkifejez6dés mintazatanak valtozasai a Genevestigator

adatbazis alapjan.

A RAP2.2 és RAP2.12 gének kifejezOdésének mintdzata nagyon hasonld a kiilonbozé szervekben,

szovetekben illetve a novény fejlodési allapotaiban. A RAP2.3 altalaban joval alacsonyabb szinten

fejezodik ki.
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5.4.11 A RAP2.2. RAP2.3 és RAP2.12 gének kifejezodésének szintje kiilonbozo

hormon és stressz kezelések hatasara

A Genevestigator adatai alapjan Osszehasonlitottuk az RAP2.2, RAP2.3 és RAP2.12

gének kifejezddésének valtozasait kiillonboz6 hormon és stressz kezelések hatasara. Az

etilén kezelés a RAP2.2 és RAP2.3 gének expresszidjanak a 2,5-3-szoros indukcidjat

idézik eld, a kezelést kovetd 3. éraban, ugyanakkor a RAP2.12 gén kifejez6désében nincs

jelentds valtozas. Az ABS hatdsa nem egyértelmii, bizonyos kisérletekben a RAP gének

aktivitdsa némileg novekedett, masokban csokkent. Mindharom transzkripcios faktor

génkifejezodése novekedett hideg és ozmotikus stressz hatdsdra is. A RAP2.2 s6

stresszre, a RAP2.3 sebzésre, a RAP2.12 zeatin kezelésre kozel kétszeresére indukalodott

(23. abra).
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23. abra. A RAP2.2, RAP2.3 és RAP2.12 génkifejez6dés mintazatinak valtozasai a Genevestigator

adatbazis alapjan, hormon és stressz kezelések hatasara.

A kiilonb6z6 kezelések rovid leirasa és a mintavétel koriilményei a Fliggelék F5. tdblazataban talalhatoak.
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6 EREDMENYEK MEGVITATASA

6.1 RIPORTERGEN TRANSZ-AKTIVALASON ALAPULO GENETIKAI
RENDSZER KIDOLGOZASA

Az Arabidopsis stressz valaszat szabalyzé gének azonositasa érdekében egy 1 genetikai
stratégiat dolgoztunk ki. A specifikus stressz jelatvitel kdzvetitésének tanulmanyozasa
céljabol, eldallitottuk az ADHI-LUC riportergént, amiben a stressz ¢s ABS indukalhat6
Arabidopis alkohol dehidrogendz 1 gén prométerét a szentjanosbogar luciferdz génnel
kapcsoltuk 6ssze. Az ADHI-LUC riportergén Arabidopsis novényekbe épitésével az
ADHI gén stressz ¢és ABS indukalta miikodésének illetve transzkripcionalis
szabalyozasanak vizsgéalatat végezhetjiik. Dolferus és munkatarsai altal létrehozott
ADHI-GUS riportergén aktivitadsanak tanulmanyozésa hisztokémiai festésen alapul, ezért
a valaszok iddébeni lefutasanak vizsgalata ezzel a mddszerrel, meglehetsen koriilményes
(Dolferus és mtsai, 1994). A luciferaz enzim aktivitds mérésekor a ndvények sértetlenek
maradnak, ezért ez a moddszer kivaloan alkalmas a promoter miikddésének idébeli
tanulmanyozéasara. Az ADH-LUC vonalban a riportergén aktivitdsa, ABS ¢€s stressz
kezelések hatdsara is megnovekedett, a gyOkérben és a hajtasban egyarant. Az ABS
kezelés az ADHI-LUC riportergén gyorsabb aktivaciojat eredményezte, mint a
kiilonboz6  stresszkezelések, ez abbol ered, hogy az ABS a stressz valaszok
kozvetitésében jatszik szerepet (Finkelstein és mtsai, 2002).

A rendszeriink masik eleme az ADH-LUC novényi vonalakba jutatott random
cDNS konyvtar volt, melynek taltermelése exogén uton, kémiailag szabalyozhato, igy az
egyes cDNS-ekrdl atirodd fehérjék nincsennek folyamatosan tultermelve. A c¢cDNS
konyvtar elkészitésénél a Gateway klonozo stratégiat alkalmaztuk, ami megkonnyitette a
munkankat, és tovabbi eldonyt biztosit azzal, hogy lehetdség nyilik a PCR reakcidval
azonositott cDNS-ek egyszerli, egylépéses enzimreakcidval torténd klonozéasara. A
cDNS aktivacio feltételesen dominans fenotipushoz vezethet, igy alkalmas stressz

valaszok pozitiv szabalyzasaban szerepet jatszo gének funkcidjanak tanulmanyozasara.
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Az ADHI-LUC transz-aktivacigjaért felelos faktorok keresése sikerrel jart. Két
vonalat azonositottunk, amelyben az Gsztradiol indukalt cDNS tultermelés a luciferaz
aktivitast fokozta stressz mentes koriilmények kozott. Az egyik vonal (ADH/121)
jellemzése sordn kideriilt, hogy az indukélt cDNS, egy eddig nem jellemzett AP2/ERF
tipusu transzkripcids faktort kodol. Bebizonyitottuk, hogy az &sztradiol indukcidval
tultermelt RAP2.12 ¢cDNS az ADHI promotert aktivéalja, és ez az ADHI mRNS
mennyiségének illetve az ADH1 enzim aktivitadsanak novekedését is eldidézi.

Az ADHI gén a kiilonboz6 stressz koriilmények hatdsara nagymértékben
aktivalodik, ugyanakkor alacsony szintli kifejezddése mindig kimutathaté. Chung és
munkatarsai az ADHI-GUS ripotergén folyamatos, alacsony szintli mikodésérol
szamoltak be stressz mentes koriilmények kozott, agardz taptalajon nétt Arabidopsis
novények gyokerében. Ennek oka az, hogy a taptalajban a gyokerek oxigén hidnyos
kornyezetben vannak, ez pedig az ADH1 gént aktivalja (Olive és mtsai, 1991). Amikor a
novényeket fliggblegesen helyezett petri-csészékben novesztették, és a gyokerek a
fiiggoleges helyzetli taptalaj felszinén ndvekedtek, nem volt kimutathaté ADHI-GUS
riportergén aktivitds (Chung és Ferl, 1999). A kisérleteink sordn mi is ezt a modszert
alkalmaztuk, hogy elkeriiljik gyokerek hipoxia altal kivaltott ADHI muikdodését.
Azonban az luciferaz enzim muikodésének CCD kameraval vald nyomon kovetése
nagyon érzékeny, az ADH-LUC vonalak alacsony foku biolumineszcencidja igy is
mérhetd volt. Amikor a novényeket ABS-el kezeltiikk vagy egyéb stressz koriilményeket
biztositottunk, az ADHI-LUC riportergén aktivitdsa tobbszordsére nodvekedett, de a
RAP2.12 c¢DNS altal indukalt luciferaz aktivitas ennél kisebb volt. Tulajdonképpen a
RAP2.12 cDNS osztradiol indukcidjat kovetd luciferaz aktivitds idébeni valtozasai
szolgéaltattak bizonyitékot arra, hogy a cDNS tultermelése okozza az ADHI-LUC
megnovekedett aktivitdsat. Tobb olyan cDNS-t tartalmazd vonalat is azonositottunk,
melyekben megnovekedett luciferaz aktivitast mértiink, azonban ezek fiiggetlenek voltak
az Osztradiol kezeléstol.

A dolgozatomban arr6l szdmoltam be, hogyan alkalmaztuk a pERS8-GW/cDNS
konyvtarat az ADHI-LUC riportergént transz-aktivaldo gének keresésére. Azonban a
cDNS konyvtar alkalmazasa ennél sokkal tobb lehetdséget rejt magaban. Munkatarsaim
vadtipusii Arabidopsis novényekbe transzformaltdk a pER8S-GW/cDNS konyvtar
konstrukciot és a kovetkezd generdcioban olyan csirandvényeket kerestek, melyek
képesek voltak ABS vagy magas sé koncentracidju taptalajon csirdzni és novekedni,

Osztradiol jelenlétében. Szamos vonalat taldltak, melyek ABS érzéketlen csirdzassal
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birtak vagy megndvekedett NaCl toleranciat mutattak. A fenotipusok minden esetben az
Osztradiol indukciotol fiiggtek (Papdi és mtsai, 2008). Az indukélt cDNS konytar
tultermelés, a stressz valaszokhoz kapcsolt gének azonositisa mellett - megfeleld
szelekcidos modszer kidolgozasat kovetden - alkalmas lehet szamos élettani folyamatban
szerepet jatszo gén azonositasara is.

A gének azonositasara alkalmas genetikai modszerek koziil sok tekintetben a
cDNS taltermeld rendszer a legelonydsebb. A klasszikus vagy inszercids mutagenezisen
alapulo technologiat alkalmazva a gének funkcidjanak megvaltozasan vagy elvesztésén
keresztiil azonosithatunk bizonyos géneket. Azonban ezekkel a modszerekkel nem
azonosithatok azok a gének, melyek géncsalddokba tartoznak és a géncsalad tobb tagja is
hasonl6 funkcidkat lat el. A funkcié-nyeréses mutagenezisen alapuld aktivacio-jelolés
hatékony modszer gének azonositasara, azonban a fenotipust eldidézé valodi genetikai
okok nem mindig egyértelmiick. Ez abbdl ered, hogy a genomba beépiilt promoter vagy
enhanszer elemek tobb kornyezd gén kifejez0dését is befolyasolhatjak, igy a mutans
fenotipusa tobb gén megvaltozott miikddésének lesz az eredménye. Egy masik érv ami
az aktivacio-jeloléssel szemben a cDNS konyvtar tultermelés elonyére szol az, hogy itt
az adott génnek mindig csak egy splice-variansat termeljiik tal. Ez azért fontos, mert az
alternativ splicing mint poszt-transzkripciondlis szabalyz6 mechanizmus, a képz6do
fehérje funkciojat modosithatja.

A pER8-GW vektor biztositotta szamunkra, hogy a cDNS konyvtar taltermelése
kémiailag indukalhato legyen és ennek tobb eldnye van. A szabalyozott miikodéssel
lehetdségiink van a fenotipus egyértelmii azonositasara, hiszen egy adott vonal esetében
a nem indukalt novények kozvetlenlil hasznalhatok negativ kontrollként. LehetOség
nyilik arra, hogy a cDNS kifejezddésének hatdsat csak bizonyos fejlodési allapotokban
vizsgalhassuk. A transzkripcids faktorok funkcidjat sokszor meghatirozza az, hogy
milyen kdlcsonhato fehérjék van jelen az adott pillanatban. A transzkripcios faktorok
altalaban egy komplex részeként vesznek részt adott gének aktivalasaban, tehat nem
mindig elég a transzkripcios faktort kédoldé cDNS tultermelése ahhoz, hogy egy célgén
mikodését beinditsuk. Egy bizonyos funkcid azonositasaban segitségiinkre lehet, ha a
cDNS taltermelését csak az adott fejlodési szakaszban kapcsoljuk be. A konstitutiv
cDNS tultermelésnél az is eléfordulhat, hogy a folyamatosan magas szinten kifejez6do
fehérje abnormalis fejlodést okoz, ami akar sterilitashoz is vezethet (Kasuga és mitsai,

1999).
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6.2 AZ ERF TIPUSU TRANSZKRIPCIOS FAKTOROK SZEREPE AZ ADH1I
GENMUKODES SZABALYOZASABAN

A RAP2.12 cDNS tultermelése az ADH/121 vonalban gyengén aktivalta az ADHI-LUC
gént, viszont az ABS, a NaCl vagy a mannitol kezelésekkel kombindlva a riportergén
nagy mértékli aktivaciojat valtotta ki, amely sokdig magas szinten fennmaradt
(szinergisztikus hatds). A kisérleteink alapjan a RAP2.12 gén nem indukélodik ABS
kezelés hatasara. Az ADHI promoter stressz és ABS aktivalta szabalyozasaért felelds
transzkripcids faktorok koziil néhdnyat mar azonositottak. Ezek MYB, bZIP, bHLH
tipusu fehérjék, és a kotohelyeik is ismertek (GC, GT, G-Box motivumok) (Abe és
mtsai, 2003; Hoeren és mtsai, 1998; Kang ¢s mtsai, 2002; McKendree és mtsai, 1990).
AP2/ERF tipusu faktorok és ADHI gén miikdodés szabalyozasanak kapcsolatarol még
nem sziiletett publikacio.

A RAP2.12 transzkripcids faktorral szekvencia homologidt mutatdé RAP2.2 és
RAP2.3 cDNS-ének tultermelése szintén kivaltotta az ADH-LUC riportergén
aktivacigjat. A RAP2.2, RAP2.3 és RAP2.12 gének termékei az AP2/ERF (Apetala 2 /
ethylene response factor) csalad ERF, azaz etilén valasz faktorok alcsalddjaba tartoznak.
Ennek az alcsalddnak sok tagja etilénre indukalodik és az etilén kozvetitette valaszokban
jatszik szerepet (Ohme-Takagi és Shinshi, 1995). Az ADH-LUC vonal luciferaz
aktivitasat etilén kezeléssel nem tudtuk kivaltani (az erre vonatkozd adatokat, nem
mutattam be), emellett a Genevestigator adatai szerint sincs az etilénnek kdzvetlen hatasa
az ADHI gén aktivitasara (Zimmermann ¢és mtsai, 2004). Szdmos ERF transzkripcios
faktor bizonyitottan kétédni képes a GCC motivumhoz (TAAGAGCCGCC), azaz etilén
valasz elemhez (Fujimoto és mtsai, 2000). A RAP2.3 (AtEBP) gént etilén indukalja és a
RAP2.3 fehérje képes a GCC elemhez kotédni (Buttner és Singh, 1997). A
Genevestigator adatai szerint a RAP2.2 és RAP2.3 gének egyarant aktivalodnak etilén
kezelés hatasara, ugyanakkor a RAP2.12 nem. Az ADHI promdter szekvencia analizise
soran nem talaltuk meg a konzervalt GCC motivumot. Egy tanulmény arr6l szamolt be,
hogy az RAP2.3 taltermelése az AP2 ¢s ERF1 transzkriptek mennyiségének novekedését
idézte eld Arabidopsisban, pedig ezek nem tartalmazzdk a GCC elemet, és nem
indukéalodnak etilénre sem (Ogawa és mtsai, 2007). A paradicsom ERF tipusu
transzkripcids faktor, a Ptil kétddni képes olyan promoéterekhez melyek tartalmazzak, és
olyanokkal is melyek nem tartalmazzdk a GCC motivumot. Habar a Ptil kotohelyet nem

sikerlilt azonositani azokon a promotereken melyeken nem taldlhaté GCC elem, az
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feltiint, hogy ezeken nagy aranyban el6fordulnak a G-Box motivumok és kiilonb6zd
MYB transzkripcids faktor koto helyek (Chakravarthy és mtsai, 2003). A RAP2.3 fehérje
jellemzése soran azonositottak egy fehérje kolcsonhato partnert a bZIP tipusi OBF4 (ocs
element binding factor 4) transzkripcids faktort (Buttner és Singh, 1997). Az OBF
transzkripcids faktorok foleg patogén fert6zések elleni, védekezési valaszokban vesznek
részt, egy jellegzetes 20 bp hosszisagi promoter szekvencidhoz kotddnek, az ocs
(octopine synthase) elemhez (Foley és mtsai, 1993).

A RAP2.2 transzkripcids faktor jellemzése soran kideriilt, hogy szerepet jatszik a
karotenogenezis szabalyozasaban, ugyanis aktivalja a fitoén-szintaz enzimet kodoloé gént.
Fény dertiilt arra, hogy funkcidja 1étfontossagii a ndvény fennmaradasa szempontjabol,
hiszen a RAP2.2 mutécioja letalitast okoz. Azonositottak egy 6t nukleotidos szekvencia
részt (ATCTA) a fitoén-szintdz promoterében, amihez a RAP2.2 specifikusan kotodik
(Welsch és mtsai, 2007). Az ADH1 prométerében is megtalaltuk ezt a motivumot.

Kiséreleteinkbdl kidertilt, hogy az indukéalt RAP2.12 ¢cDNS terméke akkor is
képes az ADH-GUS aktivalasara, amikor a prométer az ismert GT, GC, G-box
transzkripcids faktor kotohelyeket nem tartalmazta. Mindezekbdl arra kovetkeztettiink,
hogy a RAP2 tipusu transzkripcios faktorok nem ezeken a helyeken keresztiil aktivaljak
az ADHI1 promoterét.

A RAP2.3 transzkripcids faktor fehérje-fehérje kolcsonhatasra képes az OBF4
bZIP faktorral, elképzelhetd, hogy az ADHI promoter kotd bZIP faktorokkal is
kolcsonhat. Tobb promoter szabalyozasaban a MYB és bZIP transzkripcids faktorok
egyltt sziikségesek az ABS altali gén aktivacidhoz, ez a két transzkripcids faktor
egylttmiikddésével 1étrejovo kombinatorikus szabalyozasra utal (Abe és mtsai, 2003).
Chakravarthy és munkatarsai eredményei alapjan feltételezhetd, hogy az ERF tipusu
faktorok nem GCC specifikus promoter kotése, egy eddig ismeretlen kotdhelyen torténik
¢és a génmitkddés szabalyozasat bZIP és MYB tipusu faktorokkal kolcsonhatasban végzi
(Chakravarthy és mtsai, 2003). Az ADH]I gént a bZIP faktorok kiilonbdz6 alcsaladjaiba
tartozo fehérjék taltermelése képes aktivalni (Kang és mtsai, 2002; McKendree és mtsai,
1990). Az eredményeink alapjan, 0gy gondoljuk, hogy az ADHI Gsszetett
transzkripcionalis szabdalyozasaban ¢és igy a stresszvalaszok molekularis szinti
szabalyozéasaban az ERF tipust transzkripcios faktorok is fontos szerepet toltenek be.

A dolgozatomban emlitettem, hogy az ADH/121 mellett taldltunk egy masik
vonalat is (ADH/242), amelyben az Osztradiol kezelés a riportergént aktivalta. Az

ADH/242 vonalban azonosittuk a fenotipust okozé cDNS inszertet, ami egy ismeretlen
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zinc finger (C2H2) tipust transzkripcidos faktort koédol. Amennyiben az ADHI
génmiikodés szabalyozasaban zinc finger faktorok is részt vesznek, az méginkabb
alatdmasztja azt a tényt, hogy stressz valaszok transzkripcionalis szabalyozisa egy
komplex mechanizmuson keresztiil valosul meg és jelenleg ennek csupan néhany

részletét ismerjiik.
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9 (OSSZEFOGLALAS

Egy 1j, hatékony genetikai stratégiat fejlesztettiink ki, mely alkalmas az Arabidopsis
stressz valaszat szabalyzo ismeretlen gének azonositasara. Létrehoztunk egy Arabidopsis
cDNS konyvtarat, és az 0Osztradiol indukalhato pER8-GW plazmidba kloénoztuk. A
pER8-GW/cDNS konyvtarat Agrobaktérium sejtekbe transzformaltuk, igy alkalmassa

s

megszekvenalasa szerint a cDNS populacio tobb mint a fele teljes hosszusagu. A
késobbiekben tovabbi cDNS-ek megszekvenaldsaval hasonld aranyokat kaptunk.

A specifikus stressz jelatvitel kozvetitésének tanulméanyozésa céljabol,
eléallitottuk az ADHI-LUC riportergént, amiben a stressz és ABS indukalhat6
Arabidopis alkohol dehidrogenaz 1 (ADHI) gén promoterét a szentjanosbogar luciferaz
génnel kapcsoltuk 6ssze. Transzgenikus Arabidopsis novényeket allitottunk eld, melyek
tartalmaztak az ADHI-LUC gént, és utddaikbol olyan vonalakat kerestiink, melyek ABS
kezelés hatdsara riportergén aktivitast mutattak. Kivalasztottuk a 16-os vonalat, ami ABS
kezelés nélkiil viszonylag alacsony luciferaz aktivitdst mutatott, viszont ABS kezelés
hatasara a mérhetd biolumineszcencia szintje nagymértékben felerdsodott. Ebbdl a
vonalbol homozigoéta vonalat (ADH-LUC) allitottunk eld. Az ADH-LUC vonal tovabbi
tesztelése soran, az ABS kezelés mellett a NaCl, mannitol, szachar6z és hidrogén-
peroxid kezelésekkel is el6 tudtuk idézni a luciferaz aktivitds nagymértékii ndvekedését.
Az ABS kezelés ¢€s stressz hatasara bekovetkezd bioluminszcencia valtozasok hasonld
jellegliek voltak, azonban az ABS gyorsabban valtotta ki a riportergén aktivitasanak
novekedését.

Az ADHI gén transzkripcidés szabdlyozasaban résztvevd gének azonositasa
érdekében az ADHI-LUC riportergént hordoz6 ADH-LUC vonalat transzformaltuk az
indukélhaté expresszioji cDNS konyvtarral. A utdodgeneracidban olyan ndvényeket
kerestiink, melyben az ADH-LUC riportergén aktivitasat, ABS vagy stressz hatas nélkiil

is indukalta az Osztradiol kezelés. Tobb transzformalt vonalat talaltunk megndvekedett
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luciferdz aktivitassal. Két vonalat azonositottunk, melyekben a riportergén miikodés

Az ADH/121 vonal biolumineszcencidja ABS kezelés utdn hasonlé modon
novekedett mint a cDNS inszerciot nem tartalmaz6 ADH-LUC vonalban. Az sztradiol
hataséra azonban a luciferaz aktivitas fokozodas lassabb és eltérd jellegli volt. Az ABS
¢és Osztradiol kombinalt kezelések a riportergén mitkodésének nagymértékii novekedését
idézték eld, amely sokaig fennmaradt, Gn. szinergisztikus hatdsuk volt. Valos idejii RT-
PCR-rel bebizonyitottuk, hogy az ADH/121 novények ABS és Osztradiol kezelése az
ADHI mRNS mennyiségét is megndveli. Hisztokémiai festéssel kimutattuk, hogy az
indukalt cDNS fokozta az ADH1 enzim miikddését.

Azonositottuk az ADH/121 vonal ¢cDNS inszertjét. A ¢cDNS a RAP2.12 (related
to apetala 2) fehérjét kodolja, ami egy AP2/ERF tipust transzkripcids faktor. A RAP2.12
hatasanak tovabbi teszteléséhez a megklonozott cDNS-t ismét pER8-GW expresszios
vektorba épitettilk és novényekbe transzformaltuk. Az utédok vizsgalata sordn, az
Osztradiol kezelés kovetkeztében hasonld riportergén aktivaciot tapasztaltunk, mint
amilyet az ADH/121 vonal esetében lattunk.

Szemikvantitativ RT-PCR reakcidval bemutattuk, hogy az ADH/121 vonalban a
RAP.12 mRNS szintje dsztradiol fliggden emelkedik, de az ABS kezelés nem indukalja.

Az ADHI promoter és a RAP2.12 faktor kdlcsonhatdsanak tanulmanyozéasa
érdekében az ADH/121 novényeket olyan ADHI-GUS riportergén konstrukcidkat
tartalmazé novényekkel kereszteztiik, melyekben a GUS riportergén elé épitett ADHI
promoéter ismert transzkripcios faktor kotShelyeit elrontottdk vagy deléciokkal
eltavolitottdk. Az 6sztradiol indukciéo GT, GC és G-BOX elemek hianyaban is képes volt
az ADH1 promoter vezérelt GUS enzimaktivitas kivaltasara.

A RAP2.12 fehérjével nagy szekvencia homoldgiat mutaté RAP2.2 és RAP2.3
fehérjét kodolo cDNS-eket elkértiik a REGIA Arabidopsis transzkripcios faktor
gyljteménybdl, pER8-GW expresszios faktorba klonoztuk oJket és ADH-LUC
novényekbe transzformaltuk. A RAP2.2 és RAP2.3 faktorok is képesek voltak a
riportergén aktivitds fokozasara Osztradiol indukciot kdvetden, ami arra utal, hogy a
géncsalad tobbi tagjanak biologiai funkcidja hasonld, illetve atfedd lehet.

A Genevestigator microarray adatbdzisban kozétett adatok alapjan,
Osszehasonlitottuk az Arabidopis kiilonbozd szerveiben, szdveteiben ¢és fejlodési
allapotaban, illetve kiilonb6z6 hormon és stressz kezelések utan detektalt RAP2.2,

RAP2.3 és RAP2.12 gének kifejezddésének mintazatat. A RAP2.3 nagyon alacsonyan
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fejezodik ki a novény fejlodésének kiilonbozd szakaszaiban, és a kiilonbozd szervekben,
szovetekben egyarant. A RAP2.2 és RAP2.12 génkifejez6dés mintdzata nagyon hasonld
szerv ¢és szovet szinten, fOleg az érett €s csirazd magokban, a hipokotilban és
levélszarban fejezédnek ki. Az etilén kezelés a RAP2.2 és RAP2.3 gének kifejezddését
indukalja a RAP2.12-ét nem.

Az eredményeink alapjan arra kovetkeztettiink, hogy az ERF tipusu
transzkripcids faktorok is részt vesznek az ADH]I stressz valasz gén transzkripciondlis

szabalyozéasaban.
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10 SUMMARY

A novel genetic strategy was developed, which is suitable for the identification of
unknown genes regulating stress responses of Arabidopsis. An Arabidopsis cDNA
library was constructed and cloned into the estradiol inducible pER8-GW plant
expression vector. Subsequently, the pER-GW/cDNA library was transformed into
competent Agrobacterium cells and was used for genetic transformation of Arabidopsis
plants. After sequencing randomly selected cDNAs we concluded, that more than half of
the cDNA population are full-length.

To investigate the regulation of specific stress signaling events, the ADHI-LUC
reporter gene was constructed, in which the promoter of the Arabidopsis alcohol
dehidrogenase 1 (ADHI) was fused to the firefly luciferase gene. Transgenic
Arabidopsis lines were generated carrying single locus insertions of ADH-LUC reporter
construct, and their reporter gene activity was tested based on ABA treatment. The line
number 16 was selected, in which the basal ADHI-LUC activity was low, under standard
culture conditions, whereas the treatment of seedlings with 20uM ABA, 200mM NacCl,
400mM sucrose, 300mM mannitol or 10mM hydrogen peroxide resulted in reproducible,
high level induction of light emission due to the activation of ADHI-LUC reporter. The
ADH-LUC line showed a similar pattern of luciferase expression in response to ABA
and during stress conditions, which started with transient increase in bioluminescence,
followed by gradual decrease in ADHI-LUC expression within 3 to 4 hours.
Interestingly, the ABA treatment caused faster increase in reporter gene activity than
other stress conditions.

To perform genetic screens for the identification of novel factors involved in
transcriptional regulation of ADHI gene, the ADH-LUC line was transformed with the
inducible cDNA library. 20,000 hygromycin resistant T1 seedlings were screened and 11
plants were identified displaying enhanced luciferase activity. Further, testing of these
lines confirmed, that 2 of them had estradiol dependent changes in bioluminescence
intensity. One of the 2 lines, ADH/121 was chosen for further characterization.

ADH/121 line showed gradual increase in bioluminescence after estradiol treatment
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alone. However, combined with 20uM ABA caused sustained reporter gene activity for
at least 24 hours. In a similar experiment, in the presence of estradiol, transfer of
ADH/121 seedlings to culture media supplemented with 200mM NaCl or 300mM
mannitol displayed persistent maintenance of high-level luciferase expression for at least
16 hours. However, the parental ADHI-LUC seedlings showed only transient increase in
bioluminescence within 3 to 4 hours followed by gradual decrease of ADHI-LUC
expression in response to combined treatment with either 20uM ABA and estradiol or
200mM NaCl and estradiol.

To compare the induction of endogenous ADHI gene with activation of the
ADHI-LUC reporter construct, the ABA and estradiol induced changes were monitored
in ADH1 mRNA levels by quantitative RT-PCR, in the ADH/121 line. Combination of
estradiol with ABA treatment resulted in increased ADH1 mRNA levels as seen on ABA
induction, but the transcript levels failed to decline even 24 hours after the induction.
Histochemical staining based on alcohol dehydrogenase activity showed that the induced
cDNA could enhance the endogenous ADH enzyme activity.

PCR amplification and sequence analysis revealed that a single pER8-GW
T- DNA insert in the ADH/121 line carried a full-length cDNA of the 4t/g53910 gene
encoding RAP2.12, a yet uncharacterized member of AP2/ERF (ethylene responsive
element binding factor) transcription factor family.

To confirm that the estradiol-inducible activation of RAP2.12 transcription was
indeed responsible for the activation of the ADH1-LUC reporter in the ADH/121 line,
the isolated cDNA was recloned into the pERS8-GW vector and transformed into the
parental ADH1-LUC line again. Most of the ADHI1-LUC transformants (10 out of 13)
carrying the pPERSGW-RAP2.12 construct showed estradiol-inducible luciferase activity,
which was similar to the activity of the ADH/121 line.

To determine whether RAP2.12 expression correlates with the induction of
ADHI1-LUC reporter, RAP2.12 mRNA levels were monitored by RT-PCR in the
parental ADH1-LUC and the cDNA containing ADH/121 lines. High levels of RAP2.12
transcript were detected only in the estradiol-treated ADH/121 seedlings.

To investigate the interaction between of the ADHI promoter and the RAP2.12
transcription factor, transgenic Arabidopsis lines carrying point mutated or deleted
promoter-binding sites containing ADHI-GUS constructs were crossed with the
ADH/121 plants. Estradiol induction was able to activate the ADH1 promoter regulated

GUS enzyme activity in the absence of GT, GC, G-Box promoter elements, respectively,
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suggesting that none of these promoter elements are responsible for RAP2.12 mediated
activation of ADH 1.

cDNA molecules encoding the transcription factors RAP2.2 and RAP2.3
showing high sequence similarity to RAP2.12 were cloned into pER8-GW expression
vector and transformed into ADH-LUC plants. Both of them could induce the ADHI-
LUC activity upon estradiol treatment. This indicates that the biological function of the
members of this gene subfamily can be similar or overlapping.

Microarray data published in the Genevestigator database were used for
comparing the gene expression patterns of RAP2.2, RAP2.3 and RAP2.12 in the different
organs, tissues and developmental stages of Arabidopsis plants. RAP2.3 has low
expression level in different organs and tissues at any developmental stages. However,
the expression pattern of RAP2.2 and RAP2.12 is similar in organ and tissue level,
mainly expressing in the matured and germinating seeds, hypocotyl and leaf stem.
Interestingly, ethylene treatment induces the expression of RAP2.2 and RAP2.3 genes but
not the RAP2.12.

Our data show that the AP2/ERF transcription factors RAP2.2, RAP2.3 and
RAP2.12 are positive regulators of ADHI transcription, but probably act independently
of ABA signal transduction.
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Az cDNS konyvtar készitésénél hasznalt primerek:

SMART IT A 5'-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGCGGG-3'

3' CDS primer IT A 5'"AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTAC(T);N.;N-3'
(N=A, C, G, T; N,;=A, G, C)

5' PCR primer II 5"AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT-3'

ATTSMI: 5-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCAAC
GCAGAGTACGCGGG-3'

ATTSM2: 5-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCAAC

GCAGAGTACTTTTTTTTTTTTT-3'

Az adhl prométer klonozéasdhoz és szekvendlasdhoz hasznalt primerek:

pADH-A 5'-ATTGGATCCTCATACTAACAGTCGTGGG-3'
pADH-B 5'-GAGAAGCTTTTGATCTTTTGTTAGTTTTGTG-3'
pADH-1 5'-CAACACCACGGCGTGACC-3'

pADH-2 5'-CTAGGTTACATGCTGCTATCGTACAGG-3'
pADH-3 5'TGCTCTACCGCAAGGGATAGTACC-3'

pADH-4 5'-CGTACGTAGTGAGGTAGAGGCTTAGG-3'
LUC-rev 5'-GAAGTATTCCGCGTACGTGATGTTC-3'

Vektorspecifikus primerek:

DONRI1 5S'TTAACGCTAGCATGGATCTCGG-3'

DONR2 5'-AACATCAGAGATTTTGAGACACGG-3'

ERSA 5'-GCTTGGGCTGCAGGTCGAGGCTAA-3'

ER&B 5'-CTGGTGTGTGGGCAATGAAACTGATGC-3'
ER8C 5'-ATAAGGAAGTTCATTTCATTTGGAGAGGAC-3'
M13for 5'-GTAAAACGACGGCCAG-3'

M13rev 5'-CAGGAAACAGCTATGAC-3'

rt-PCR primerek:

ACTIN2F 5'-GGTAACATTGTGCTCAGTGGTGG-3'
ACTIN2R 5'-AACGACCTTAATCTTCATGCTGC-3'
ADHRTF 5'-AGCTGCTGTGGCATGGGA-3'

ADHRTR 5'-TCTGCGGTGGAGCAACCT-3'

GAPDH2-F 5'-AATGGAAAATTGACCGGAATGT-3'
GAPDH2-R 5'-CGGTGAGATCAACAACTGAGACA-3'
MYB2F 5'-GGCAATAGGTGGTCGAAGATTGCG-3'
MYB2R 5S-GTGTTTGGCTTGCTTTTGGACTCG-3'
MYC2F 5'-GATGAGGAGGTGACGGATACGGAA-3'
MYC2R 5'-CGCTTTACCAGCTAATCCCGCA-3'
RAPI12A 5'-AAGATGCTGTAACGACTCAGGACAATGG-3'
RAPI12B 5S'-CTTCATCACAACTACCCTCAAGATAGA-3'
RD22F 5'-GCGATTGCGGCTGATTTAAC-3'

RD22R 5'"TGGGAATGGGAGTGTTTGGT-3'

RAP2.12 génspecifikus szekvenald primerek:

RAP-Seql 5'-GGATGGGGACGCTGAGAAATCTGC-3'
RAP-Seq2 5'-GGAGCGATCAAGCTCCGATAACTCC-3'
RAP-Seq3 S-TGTTGTTGTAAGGTGTCTCGAAAT-3'

F1. tiblazat. A munka soran felhasznalt oligonukleotidok listaja
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at1gl6730
at1gl6740
at1gl6750
at1gl6760
at1gl6770
at1g30200
at1g30210
at1g30220
at1g30230
at1g30240
at1g52130
at1g52140
at1g52150
at1g52155
at1g52160
at1g71100
atlg71110
at1g71120
at1g71130
at1g71140
at2g06562
at2g06570
at2g06580
at2g06590
at2g06600
at2g14520
at2g14530
at2g14535
at2g14540
at2g14550
at2g30830
at2g30840
at2g30850
at2g30860

858
594
1895
2277
1264
1737
1672
1911
1049
2723
1452
891
3433
970
2889
1040
1987
1089
743
1543
1022
834
2991
2099
2952
1441
1545
1404
1499
1759
1077
1256
73
971

at2g30870
at2g31670
at2g31680
at2g31690
at2g31700
at2g31710
at3g06435
at3g06437
at3g06440
at3g06450
at3g06455
at3g22940
at3g22942
at3g22945
at3g22950
at3g22955
at3g45840
at3g45850
at3g45860
at3g45870
at3g45880
at3gl56170
at3g156180
at3g156190
at3g156200
at3g156210
at4g02360
at4g02370
at4g02380
at4g02390
at4g02400
at4g09090
at4g09100
at4g09110

1002
968
942
1455
396
678
1164
1469
2282
2595
1444
1239
1125
73
915
469
1802
3379
2031
1290
1983
1166
857
1485
1614
1494
592
869
694
2166
2726
491
399
909

at4g09120
at4g09130
at4g23670
at4g23680
at4g23690
at4g23700
at4g23710
at4g37280
at4g37290
at4g37295
at4g37300
at4g37310
at5g14060
at5g14070
at5g14080
at5g14090
at5g14100
at5g25850
at5g25860
at5g25870
at5g25880
at5g25890
at5g40010
at5g40020
at5g40030
at5g40040
at5g40050
at5g51650
at5g51660
at5g51670
at5g51680
at5g51690

F2. tabazat. A TAIR adatbazisb6l random kivalasztott gének cDNS-einek mérete

1038
1074
890
751
877
2732
697
1189
574
546
1049
1892
2229
679
2069
1308
1316
1446
1347
588
1884
873
1545
936
1500
562
1248
621
4523
1425
1455
3179

A gének akcesszids szama mellett a prediktalt transzkript hosszuk talalhaté bp-ban megadva. A 96 random

kivalasztott gén egyenld aranyban szdrmazik az 5 kromoszémarol.
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biolumineszcencia antibiotikum szelekcio (T2 generacio)
ADHI1- . .
LUC novek’edes ABS kanamicin | kanamicin | Osszesen | szegregdcios | inszertek
vonalak kezelés hat'as.eEra rezisztens | szenzitiv arany szama
(T1 generacid)
1 + 53 12 65 3:1 1
2 + 53 9 62 3:1 1
3 + 42 15 57 3:1 1
4 -
5 + 47 12 59 3:1 1
6 + 59 3 62 15:1 2
7 + 61 2 63 15:1 2
8 + 41 19 60 3:1 1
9 + 50 15 65 3:1 1
10 -
11 + 46 13 59 3:1 1
12 + 41 17 58 3:1 1
13 + 44 12 56 3:1 1
14 + 47 14 61 3:1 1
15 + 50 7 57 3:1 1
16 + 46 12 58 3:1 1
17 + 48 13 61 3:1 1
18 + 50 10 60 3:1 1
19 -
20 -

F3. tablazat. Az ADH1-LUC vonalak szelekcidja

A bal oldalon a vonalak szama lathato, a 2. oszlop mutatja azokat a T1 vonalakat melyekben detektalhato

volt a biolumineszcencia megvaltozasa ABS kezelését kovetden, a 3-7. oszlopban lathato a T2 generacio

kanamicin szelekcidjanak szegregéacios aranyai.

higromicin | higromicin szegregécios | inszertek

T2 vonalak | rezisztens szenzitiv 0sszesen arany szama
ADH/39 44 14 58 3:1 1
ADH/83 45 10 55 3:1 1
ADH/102 38 12 50 3:1 1
ADH/109 44 15 49 3:1 1
ADH/121 47 7 54 3:1 1
ADH/150 52 3 55 15:1 2
ADH/161 45 14 59 3:1 1
ADH/242 62 3 65 15:1 2
ADH/255 40 16 65 3:1 1
ADH/259 48 5 53 3:1 1
ADH/272 40 21 61 3:1 1

F4 tablazat. ¢cDNS

analizise

konyvtarral transzformialt ADH-LUC T2 vonalak higromicin szegregicios
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ABS 1: csiranovények 10uM ABS kezelése, mintavétel: csirandvények, 1 és 3 ora;

ABS 2: magokat 20uM ABS tartalmt taptalajra tettek, mintavétel: magok, 24 ora;

ABS 3: magokat 0,5uM ABS tartalmu taptalajra tettek, mintavétel: magok, 48 6ra;

ABS 4: 4 hetes novényeket S0uM ABS-val permeteztek, mintavétel: levelek, 4 ora;

ACC: csirandévények 10uM ACC-vel kezelése, mintavétel: csirandvények,1-3 oOra;

brasszinolid: csiranévények 10nM BL-dal kezelése, mintavétel: csirandvények, 1-3 ora;

etilén: viragzo novények 5 ppm etilén kezelése, mintavétel: viragok, 3 ora;

GA3: csiranovények 1uM GA3 kezelése , mintavétel: csirandvények, 1-3 ora;

IES 1: csiranévények 1uM IES kezelése, mintavétel: csiranovények, 1-3 ora;

IES 2: 7 napos csirandévények SuM IES kezelése, mintavétel: csirandvények 2 ora;

MeJA: csiranovények 10uM MeJ A kezelése, mintavétel: csirandvények, 1-3 ora;

szalicil sav: csiranévények 10uM SA kezelése, mintavétel: csirandvények, 3 ora;

zeatin 1: csirandvények 1uM zeatin kezelése, mintavétel: csirandvények, 1-3 ora;

zeatin 2: novények 20uM zeatinnal permetezése, mintavétel: fiatal rozetta levelek,
1 ora;

hideg 1: 16 napos ndvényeket 4°C fokra tettek, mintavétel: egész ndvények, 0,5-3 ora;

hideg 2: 16 napos névényeket 4°C fokra tettek, mintavétel: egész ndvények: 6-24 ora;

szarazsag stressz 1:

szarazsag stressz 2:

fiatal novények 15 perc 1égszaritds utan, mintavétel: egész novények,
0,5-3 éra;

fiatal novények 15 perc 1égszaritds utan, mintavétel: egész novények,
6-24 Ora;

ho stressz: 16 napos névény hokezelése 38°C fokon, mintavétel: egész novények, 3 ora;

hipoxia 1: csirandvények hipoxia kezelése (alacsony fényviszonyok), mintavétel:
csirandvények,12 ora;

hipoxia 2: 10 napos novényeket 1% O,-t tartalmazd kamrdba helyeztek, mintavétel:
egész noveény, 2 Ora;

hipoxia 3: 10 napos novényeket 1% O,-t tartalmazd kamrdba helyeztek, mintavétel:

ozmotikus stressz 1:

ozmotikus stressz 2:

SO stressz 1:

SO stressz 2:

oxidativ stressz 1:

oxidativ stressz 2:

sebzés 1:
sebzés 2:

egész novény, 48 oOra;

16 napos novényeket 300mM mannitol tartalmu téptalajra tettek,
mintavétel: egész novény, 1-3 ora;

16 napos novényeket 300mM mannitol tartalmu téptalajra tettek,
mintavétel: egész névény, 6-24 ora;

16 napos novényeket 10mM NaCl tartalmu taptalajra tettek, mintavétel: egész
novény, 1-3 ora;

16 napos novényeket 10mM NaCl tartalmu taptalajra tettek, mintavétel: egész
noveény, 6-24 Ora;

16 napos novényeket 10uM metil-viologén tartalmu taptalajra tettek,
mintavétel: egész novény, 1-3 ora;

16 napos novényeket 10uM metil-viologén tartalmu taptalajra tettek,
mintavétel: egész névény, 6-24 ora;

16 napos novények leveleit tivel atszartak, mintavétel: egész ndvény, 1-3 ora;
16 napos novények leveleit tlivel atszurtdk, mintavétel: egész ndvény,
6-24 Ora.

FS. tablazat. A Genevestigator adatbazisbol Kkivalasztott hormon és stressz kezelések, és a
mintavételek koriilményei, a RAP2.2, RAP2.3, RAP2.12 transzkriptek viszonyitott mennyiségének

meghatarozasakor.
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