Stressztoleranciat biztosito gének azonositasa

a halofita Lepidium crassifolium-bél

Ph.D értekezés

Valkai Ildiké Anna

Témavezetd: Dr. Szabados Laszlo

Dr. Rigé Gabor

MTA Szegedi Biologiai Kézpont, Novénybiologia Intézet

SZTE-TTIK, Biologia Doktori Iskola

Szeged 2018



TARTALOMJEGYZEK

ROVIAItESEK JeCYZEKE . .oeueiirniiiniiiieiiiniiiieiiiniiieetosatossetssssossscsssssssssssssssssssnssssnsns 4
GéNSZIMDOIUMOK. ...coiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii ittt et et e e e s sensane 6
I3 DM 02 0 1 0 PSRN 9
2IRODALMI ATTEKINTES.....ccoiiimirriiiiiiiiiiiitteeeeeeeiiineeene e essreeeeeeees 11
2.1 ADIOtIKUS StreSSZNATASOK. .. . eueuit it 11
2.1.2 A s0- és szarazsagstressz KOzos jellemzOi........coooviiiiiiiiiiiii i 12
2.1.2.1 Az abszcizinsav szerepe €s hatdsmechanizmusa..............c.oooeiiiiiiiiiiininininn 15
2.1.2.2 Az abszcizinsav Jelatvitel....... ..ot 17
2.1.3 A SOStIESSZ SAJALOSSAZAL. ... vttt et ettt et e et et e e e e e et e et e e e 21
2.1.4. Széarazsag és sostressz hatasa a fotoszintézisre...........cooviiiiiiiiiiiiii i, 25
2.2 Halofitak (sotliird ndvények) jellemzése, jelentdséglk..........ooviiiiiiiiiiiiiiiiiinnnn. 29
2.3 Géntranszfer példak, sziirési rendszerek.............oooiiiiiiiiiiii i 31
2.3 Fotoszintetikus paramétereken alapulé sziirési rendszerek................cooooeiiiiiiinn... 32
3. CELKITUZESEK.......ccceitiiiiitiieeeeeiieetteeeeeeeeeesinerteeeeessesemneriessnnnes 36
4. ANYAGOK ES MODSZEREK.........cccoumrrriieeerinniiirnnteeeesiinnreeeeeesssessnnnnnn. 37
4.1 Az indukalhato Lepidium cDNS konyvtar elkEszitése.........oovvvviiiniiiiiiiiiiiniiennn, 37
4.2 Arabidopsis thaliana novények transzformalasa.................coviiiiiiiiiiniiininnn.n. 38
4.3 Genetikal SZUTES. .. ....ue e 38
4.4 Az inszertek azonositasa €s plazmid konstrukciok elkészitése................ovviiininnin 39
4.5 A rozetta méretek meghatarozasa PlantSize szoftverrel 40
4.5.1 Uveghazi ndvények nevelése, stresszkezelése, jellemzése...............ccc.eeiviiinn, 40
4.6 Prolin tartalom meghatarozasa.............co.oiuiiiiii i 41
4.7 Génkifejezddési szintek vizsgalata.............oooiiiiiiiiii 41
4.8 TAIL-PCR technika ISMertetese. ... ....cvuiuiuiiiiiiiii i 42
5. EREDMENYEK ...cccceiitiiuutttieeeraanaiiinereeeeeeseeeennseeeeeesteeesssssiessssnnnsstessnnn 43
5.1 Stressztolerancia alapu szlirési rendszer kidolgozasa és haszndlata........................... 43
5.2 A fotoszintetikus paramétereken alapul6 szlirési rendszer kidolgozasa....................... 45
5.3 PlantSize szoftver kifejlesztése, a ndovények rozetta méretének monitorozasa............... 49
5.4 A Lepidium crassifolium stressztoleranciajanak jellemzése...............ccocoeiiininninnn... 52
5.5 A Lepidium cDNS konyvtarat tartalmazo Arabidopsis novények létrehozasa............... 56
5.6 Stressztoleranciat biztositd gének azonositdsa és klonozédsa...................oceeiiiinin 56
5.7 A PL542Nal-es so stressztolerans vonal jellemzése.............ccoevvviiiiiiiiiiiiinnann.n, 59



5.8 Az ozmotikus-stressztolerans PL127P04-es vonal jellemzése................coceeiininniai. 63

5.9 Osztradiol fiiggetlen stressztolerans vonalak azonositasa és jellemzése...................... 66
6. EREDMENYEK MEGVITATASA.......ucettttueeeerrnneeeerenneeeessnsnssnnesesssnnnienen. 68
7. KOSZONETNYILVANITAS. .. oitttiiieiiiiiieeeeitteeeeetneeereenneeeesennnessnniiesesssnes 72
8. IRODALOMUIEGYZEK.......cccuuuuuieeeeeerernieeeeerrerunneeeeeesrsssneeeeessmesesssiseeseens 73
9. OSSZEFOGLALAS........citttieeeeeeiieeeertteeeerenneesessnneeeesssneesessmmsssneessssnnsenns 94
10. SUMMARY ....uiiirrrrrnneeeeeerersnneeeeesssssnnaeeesssssssnsessessssssssessssssssnesssnssnnnnne 97
11. SAJAT KOZLEMENYEK ......cccvvuuieeriuneeereuneeerreneeeesssneeeesssmissssseessmesssnns 100
0 2 D €1€) ) B) ) RPN 101



Roviditések jegyzéke

ABRE
ABS
AD
ATP
bHLH
BiFC
BY-2

bZIP
CAS
CCD
CH,0
ChlIF
COS
DNS
DRE/CRT
EC
EMS
ER
EST

Fm

Fv
Fv/Fm
GFP
GPCR
GSH

H.A

Abscisic acid-Responsive promoter element
abszcizin sav

Avrbitrary Degenerate primer

adenozin-trifoszfat

basic helix-loop-helix

Bimolecular Fluorescence Complementation Assay

Nicotiana tabacum cv. BY-2 csirandvények kalluszabol késziilt sejt
szuszpenzio

Basic Leucine Zipper Domain

Ca®" érzékeld receptor (Ca**-sensing receptor)
toltés-csatolt eszkoz (Charge-coupled Device)

szénhidrat

klorofill fluoreszcencia

Conditional cDNA Overexpression System
dezoxi-ribonuklein sav

Dehydration-Responsive Element

a talaj elektromos vezetoképessége (Soil electrical conductivity)
etil metil szulfonat

endoplazmatikus retikulum

expressed sequence tag

egyensulyi allapotban mért fluoreszcencia

maximalis fluoreszcencia

valtoz6 fluoreszcencia

PSII maximalis kvantum hatékonysag

green fluorescent protein

G-protein kapcsolt receptorok (G protein coupled receptor)

glutation

redukalhato elektron donor



H20;
HSE

LB

LEA
LIF
MPa
MRNS
NADPH
NaHCO3
NPQ
ORF
PAM
PCR
PP2C
PSII

Qa

RB-
RNS
ROS
SNF1
TAIL PCR
T-DNS
Dpgyy
XVE

hidrogén peroxid

heat stress element promoter szakasz

inozitol (1,4,5,) trifoszfat

Left border, a T-DNS bal oldali hatarol6 szekvenciaja
Late Embryogenesis Abundant fehérjék

laser-induced fluorescence

mega Pascal

hirvivo ribonuklein sav (messanger RNA)
Nikotinamid-adenin-dinukleotid

natrium hidrogén karbonat

nem fotokémiai kioltas (non-photochemical quenching)
nyilt leolvasasi keret (open reading frame)

pulzus amplitadé modulalt (Pulse Amplitude Modulated)
polimeraz lanc reakcio (Polymerase Chain Reaction)
2C tipusu foszfataz

II fotokémiai rendszer (photosystem 1)

plasztokinon a

T-DNS jobb oldali hatarol6 szekvencidja
ribonuklein sav

reaktiv oxigén gyokok (reactive oxigen species)
Serine/threonine protein kinase

Thermal asymmetric interlaced polymerase chain reaction
transzfer DNS

PSII fotokémiajanak relativ hatasfoka

transzkripcios aktivator kiméra: LexA (X)/ VP16 (V)/ 6sztrogén
receptor regulator régioja (E).



Génszimbolumok

ABF3
ABI1
ACBP2
ADOF1
APX1
ARC1
AREB/ABF
ATG2
CAT1
CAS9
CBL4

CHLH/GUN5/ABAR

CIPK24
CORA413
DHAR
DIG1
DREB

DREB2A
ERD10
ERF1
SOD
GPX

GR

GST
HDAG
HKT
HSFA2

ABA RESPONSIVE ELEMENT BINDING PROTEIN 3
ABSCISIC ACID (ABA)-INSENSITIVE 1

ACETIL COENZYME A BINDING PROTEIN
ARABIDOPSIS DOF ZINC FINGER PROTEIN 1
ASCORBATE PEROXIDASE 1
U-BOX/ARM-REPEAT- CONTAINING E3 LIGASE 1
ABRE-BINDING (AREB) PROTEINS
AUTOPHAGY-SPECIFIC UBIQUITIN-LIKE PROTEIN 2
CATALASE 1

CRISPR ASSOCIATED ENDONUCLEASE 9
CALCINEURIN B-LIKE PROTEIN 4
MAGNESIUM-CHELATASE SUBUNIT H

CBL INTERACTING PROTEIN KINASE 24

COLD REGULATED 413 PLASMAMEMBRANE 1
DEHYDROASCORBATE REDUCTASE

DYNAMIC INFLUENCER OF GENE EXPRESSION 1

DEHYDRATION-RESPONSIVE ELEMENT BINDING
TRANSCRIPTION FACTOR

DEHYDRATION RESPONSIVE ELEMENT BINDING 2A
DEHYDRIN 10

ETHYLENE RESPONSIVE FACTOR

SUPEROXIDE DISMUTASE

GUAIACOL PEROXIDASE

GLUTHATIONE REDUCTASE

GLUTHATIONE S-TRANSFERASE

HISTON DEACETYLASE 6

PLANT HIGH-AFFINITY POTASSIUM TRANSPORTER
HEAT SHOCK FACTOR A2



HSP
KAT1
KIN1
LEA14
LTP3,4
MAPK
MCA
MDHAR
MIP2
MPK1
MKK3

HEAT SHOCK PROTEIN

POTASSIUM CHANNEL KAT1

COLD AND ABA INDUCIBLE KINASE 1
LATE EMBRYOGENESIS ABUNDANT 14
NON-SPECIFIC LIPID-TRANSFER 3
MITOGEN ACTIVATED PROTEIN KINASE
MID1 COMPLEMENTING ACTIVITY
MONODEHYDROASCORBATE REDUCTASE
MAJOR INTRISINIC PROTEINZ2
MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN KINASE 1
MAPK PHOSPHATASE 3

MVP1/GOLD36/ERMO3 GDSL LIPASE/ACYLHYDROLASE SUPER FAMILY

NHX1
OST1
P5CS1

PAR1
PIP2E
PP2C
PUB9
PUT?2
PYK10
PYR/PYL/RCAR
RAB18
RBOHD
RBOHF
RD20
RSL1
SAP9

PROTEIN
SODIUM HYDROGEN EXCHANGER 1
OPEN STOMATA 1

DELTA (1)-PYRROLINE-5-CARBOXYLATE-
SYNTHETASE 1

PARAQUAT RESISTANT 1

PLASMA MEMBRANE INTRISINIC PROTEIN 2E
PROTEIN PHOSPHATASE 2C

PLANT U-BOX9 E3 LIGASE

POLYAMINE UPTAKE TRANSPORTER 2

BETA GLUCOSIDASE 23

PYRABACTIN RESISTENT

RAS RELATED PROTEIN 18

RESPIRATORY BURST OXIDASE HOMOLOGUE D
RESPIRATORY BURST OXIDASE HOMOLOGUE F
DESICCATION RESPONSIVE 20

RING/U BOX PROTEIN 1

STRESS ASSOCIATED PROTEIN 9



SKIP1
SLAC1
SNRK1
SOD
SOS1
VSP2
ZATI12

SKI'INTERACTING PROTEIN 1

SLOW ANION CHANNEL ASSOCIATED 1

SNF RELATED KINASE 1

SUPROXIDE DISMUTASE

SALT OVERLAY SENSITIVE 1

VEGETATIVE STORAGE PROTEIN 2

ZINC FINGER OF ARABIDOPSIS THALIANA 12



1. BEVEZETES

Napjainkban a globalis klimavaltozas kovetkezményei egyre nyilvanvalobbak. Az
emberiség szamara komoly kihivast jelent és a jovOben is jelenteni fog az éghajlat atalakulasa
¢és instabilitdsa miatt okozott problémak megoldasa. A Fold felszinének 11 szézaléka all
mezOgazdasagi muvelés alatt és ennek a teriiletnek a 25 szazaléka alacsony termdéképességii
(FAO jelentés 2011). A talajok sotartalmanak novekedése, a tulontdzés kovetkeztében fellépd
nagyfoku szikesedés problémaja, a talaj er6zio és a sivatagosodas napjainkban egyre nagyobDb
kihivasok el¢ allitja az emberiséget. A szikesedés tobb mint 100 orszagot és globalisan 1
milliard hektar foldteriiletet veszélyezteti (FAO jelentés 2015) mig a terméteriiletek
folyamatos leromlasa csaknem a szarazfoldi teriiletek egyharmadat érinti (Jarraud és mitsai.,

2005).

A novények szamdra a nem megfeleld koriilményekhez vald alkalmazkodas a
fiziologiai és molekuldris folyamatok atprogramozasaval jar és alapvetd valtozasokat
eredményez a génkifejezddési mintdzatokban, az anyagcsere folyamatokban és a fehérje
profilokban. A modell organizmusokon végzett kutatdsok szdmos olyan gént és szabalyozo
mechanizmust azonositottak, amelyek szerepet jatszanak a stresszhatasok érzékelésében ¢€s a
valaszként megjelené anyagcserefolyamatok valtozasaban (Ahuja és mtsai., 2010). A
stresszérzékeny modellfajok, mint az Arabidopsis thaliana, hasznalatanak korlatozo
tényezdje, hogy nem vizsgalhatoak extrém koriilmények kozott. Az extremofil ndvények, a
xerofitak (extrém szarazsagtlird) €s a halofitak (extrém sotiird) olyan sivatagi koriilmények
kozott vagy magas sotartalmu talajokon is képesek megélni ahol egy nem adaptalodott faj
egyedei elpusztulnak. A halofitdk az Osszes ndovényfaj 1 szdzalékat teszik ki és képesek
hosszabb tavon elviselni a talajban 50-250mM nétrium klorid koncentraciot is, mig egyes
halofitdk a 600mM sokoncentracidt is tolerdljdk (Flowers és Colmer, 2008). A halofitak
fiziologiai folyamatait széleskdrben kutattdk de a molekularis szabalyoz6é mechanizmusok
kevésbé ismertek. Az Arabidopsis sotolerans rokonaval az Eutrema salsugineum-mal
(korabban Thellungiela salsuginea) szamos Osszehasonlito elemzést végeztek, amelyekben a
halofitizmus genetikai €s molekularis hatterét kutattak (Amtmann, 2009) és tobb halofita
genomja is ismerté valt. Az extermofil fajok természetes genetikai valtozatossdga vonzo
genetikai forras lehet a gazdasagi ndvények valtoz6é kornyezeti tényezokkel szembeni
tolerancidjanak fejlesztésében (Nevo és Chen, 2010). A fajok kozotti géntranszfert azonban az
inkompatibilitas akadalyozza. A genomikus vagy cDNS konyvtarak transzformacidja képes a

véletlenszerti génatvitelre a kiilonb6z6é fajok kozott. Példat talalunk E. salsugineum cDNS
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konyvtar (Du és mtsai., 2008), illetve binaris, bakteridlis mesterséges Eutrema kromoszoéma
konyvtar (Wang és mtsai., 2010) kifejeztetésére Arabidopsis-ban. Mindkét esetben sikertilt

azonositani olyan géneket amelyek az Arabidopsis sotiir6 képességét javitottak.

Munkénk soran a laboratoriumunkban korabban kifejlesztett COS (Conditional cDNA
Overexpression System) rendszer egy 1j valtozatat dolgoztuk ki. A COS rendszer segitségével
lehetévé valt a gének véletlenszerli atvitele és iranyitott kifejeztetése Arabidopsis-ban. A
rendszer alapja egy kémiailag indukalhato promoter rendszer (Papdi és mtsai., 2008; Rigo és
mtsai., 2012). A cDNS konyvtarat egy kevésbé ismert fajbol, a Lepidium crassifolium-bol
készitettiikk, amely a Brassicaceae csalad tagja és természetes él6helyei Kozép-Europa és
Azsia sos, szikes talaji vidékei. Kutatomunkank eredményeként bebizonyitottuk, hogy a L.
crassifolium cDNS-¢k szabalyozott kifejeztetésével képesek voltunk az Arabidopsis novények
sO-, ozmotikus és oxidativ stressztlirését javitani. A COS rendszer alkalmas a fajok kozotti

génatvitelre €és arra, hogy kevésbé ismert fajokbol is értékes géneket azonositsunk.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1 Abiotikus stresszhatasok

A szarazsag, a magas soOtartalom, a sz€élsOségesen alacsony vagy magas homérséklet, a
levegb 6zon tartalma és az elarasztas mind olyan abiotikus stresszhatasok, melyek csokkentik
a novények novekedési iitemét, ¢és a mezdgazdasdgban termesztett ndvényeknél, a

termésatlagot.

Napjainkban az aktualisan elfogadott meghatdrozas szerint a stressz olyan fiziologiai
allapot, amelyben a novények novekedése, fejlodése és szaporodasa a kornyezeti terhelés
miatt a genomban meghatarozott lehetéségek alatt marad (Szigeti, 2003) A stresszhatasra
adott biokémiai, fiziologiai és molekuldris valaszt meghatdrozza a stresszhatas intenzitdsa €s

id6tartama, a novény faja és fejlodési allapota (Chaves és mtsai., 2002, Verslues és mtsai.,

2006).

A megfeleld valasz kialakuldsdhoz elengedhetetlen a stressz felismerése. A érzékelést
kovetd szakaszban kiilonbozo jelatviteli utak kapcsolodnak be és ennek eredményeképpen a
novényben megvaltozik a génkifejez6dési mintazat, mely fejlédési és novekedési valtozasokat
okoz, és a termésatlagot is befolydsolhatja. A stressz gyakorisaga és idétartama hatarozza meg

a valasz és a novény sériilésének mértékét.

Jelenleg kevés informacié all rendelkezésiinkre arrdl, hogy a ndvények miképpen
ismerik fel a stresszt. Elesztdben és baktériumokban is tobb olyan fehérjét azonositottak,
melyek fontos szerepet jatszanak a megvaltozott kdrnyezeti tényezok érzékelésében. Ezek
novényi megfeleldit is sok esetben megtalaltak, de szerepiik a stressz felismerésben még nem
bizonyitott. Az ATHK1 a legismertebb ilyen érzékeld fehérje, ami egy membranon atnyuld
hisztidin kinaz, és ozmoszenzorként miikodik (Urao és mtsai., 1999). llyenek tobbek kozott az
ugynevezett mechanoszenzitiv csatorna fehérjék, melyek képesek a membranok feliiletén
megvaltozott ozmotikus nyomast érzékelni és arra reagdlni, azzal, hogy szabalyozzak az
ozmolitok aramlasat a membranokon keresztiil (Haswell és Verslues, 2015). Az MCA (MID1
complementig activity) fehérje csalad tagjai feltehetden ilyen csatorna fehérjék és a kalcium
ionok bearamlasat inditjak el mechanikai behatas vagy hiperozmotikus sokk hatasara (Kurusu

¢s mtsai., 2013).
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A jeltovabbitd rendszerek szintjén mar tobb ismerettel rendelkeziink. Tobb fiiggetlen
kutatocsoport is kimutatta, hogy bizonyos hormonok (abszcizinsav, jdzmonsav, etilén) és a

Ca*" fontos masodlagos hirvivok (Devoto és Turner, 2003).

A stressz hatdsaként bekovetkezd génexpresszios valtozasok kovetkeztében az adott
génekrol atirodo fehérjék mennyisége is megvaltozhat a sejtekben. Napjainkban ezen tipusu
fehérjék kutatasa kiemelkedd fontossag. Ilyen fehérje példdul a szuperoxid dizmutaz
(FeSOD), a glutation S-transzferaz (GST) vagy az aszkorbat peroxidaz (APX) enzim (Parvaiz,
2014).

A megvaltozott génexpresszids mintazat mellett a masodlagos anyagcseretermékek
szerepe is jelentds a novényi stresszvalaszokban. Ezek olyan hidrofil szerves anyagok,
melyeknek mennyisége megemelkedik a citoplazmaban ha a ndvénynél vizhidnyos allapot

alakul ki. Részletesebben a kdvetkezd fejezetben fogom ismertetni ezeket a vegytileteket.
2.1.2 A s0- és szarazsagstressz kozos jellemzoi

Jelen fejezetben azokat a folyamatokat szeretném bemutatni, melyek jellemz6ek mind
a szédrazsag, mind a kornyezet megndvekedett sotartalma miatt bekovetkezd valtozasokra a

novényekben.

A két stresszhatasban kozos pontként megemlithetd, hogy a stressz mértékétol fiiggd
folyadékveszteséggel jar. A soOstressz folyamdn azonban a vizvesztésen kiviil, ionikus
stresszel is szamolnia kell a novénynek. A megvaltozott iondsszetétel, a sejt élettani
folyamatait sokszor jobban karositja, mint a szarazsagstressz 6onmagaban. Mindkét stressz
hatasara megjellenek a reaktiv oxigén formak és karositd hatasuk is érvényesiil. Sériilhetnek
anyagcsere folyamatok, a sejtek szerkezete és a fotoszintetikus rendszer is. A legfontosabb
stressz hormon, az abszcizinsav (ABS) altal szabalyozott jelatviteli utak is hasonlo aktivitast

mutatnak mindkét stressz esetében.

Amennyiben a ndvény vizigénye meghaladja a vizellatottsagot, vizhidnyrdl beszéliink.
Ez kialakulhat csapadékmentes idészakokban, de olyan esetekben is, amikor megfeleld
mennyiségll viz van a ndvény kornyezetében, de a felvétele akadalyozott. Ilyen példaul, ha a
talajban a megndvekedett s6 mennyisége akadalyozza a gyokereket a vizfelvételben. Az
alacsony hdmérséklet szintén okozhat vizhidnyt. Fagypont alatt a talajban és a sejtek kozotti
térben jégkristalyok form4jaban elérhetetlenné véalhat a viz a ndvények szdmara (Buchanan és

mtsai., 2015).
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Vannak novények, melyek azonnal hervadassal reagéalnak a vizhidnyra, mig mas fajok
képesek elviselni a megvaltozott koriilményeket turgoruk elvesztése nélkiil. A ndvények és a
talaj hidrataltsagi allapotat a vizpotencial értékkel (W) tudjuk jellemezni. Amikor a talaj
viztartalma csokken akkor vizpotencialja is csokken. Ahhoz, hogy a ndvény vizet tudjon
felvenni a gyokérsejtekben, majd a levélben is, a vizpotencialt a talajénal alacsonyabbra kell
allitania. Ez teszi lehetové, hogy a viz a gyokérszovetbe aramoljon. Egy jol 6nt6zott novény
vizpotencialja "0,2-°0,6 MPa, mig egy erdsen vizhidnyos novényben kialakulhat akar "2,0-6,0

MPa-os érték is (Tari és mtsai., 2003).

A vizhidny a levélben vizpotencial csokkenést eredményez, amely azonnali hatassal
van a sejtmegnyulasra. A hajtasban 1€v0 sejtek érzékenyebbek, mint a gyokérszovetek sejtjei,
igy a novekedésgatlas korabban bekdvetkezhet a fold feletti szervek esetében (Saab és mtsai.,
1990). Nagyobb mértékli vizhianyndl mér a fotoszintézis, a sejtosztddas és a fehérjeszintézis

is érintetté valik.

A novényi sejtek a vizhianyos allapot kompenzalasara tobbek kozott Ggy reagalnak,
hogy novelik a citoplazmaban egyes hidrofil szerves anyagok (ozmoprotektans anyagok)
mennyiségét. Ezzel elérik, hogy a sejt ozmotikus potencidlja és ezen keresztiil a vizpotencidlja
is csokkenjen, igy tovabbra is képesek a vizfelvételre. Ezek az oldhat6 anyagok vagy mas
néven ozmolitok, igen sokfélék lehetnek (cukrok, cukoralkoholok, aminosavak, glicinbetain)
¢s sokrétli feladatot latnak el (Buchanan és mitsai., 2015). A vizfelvétel mellett segitenek
meglrizni a sejtben taldlhatd fehérjék, makromolekuldk ¢és membranok szerkezetét,
funkcidjat, védve azok vizburkat. A sejt anyagcseréjét csak magas koncentracidban
befolyasoljak (Chen ¢s Murata, 2002). Eldallitasuk és felhalmozodasuk sokféle lehet é€s
fajonkénti mintazatot mutat. A prolin mint tipikus ozmolit példaul széles korben elterjedt a
kiilonbozé fajokban (Szabados és Savouré, 2010), mig a P alanin betain csak a
Plumbaginaceae csalad néhany fajanal fordul elé (Buchanan és mtsai., 2015). Az ozmotikus
stressz beindithatja az ozmolitok szintézisét, megvaltoztathatja az egyensulyt az eléallitas és a
lebomléas kozott (példaul a prolin esetében), vagy elindithatja lebontdsukat a polimerizalt
formabdl a monomer formaba (ez utdobbi a szénhidratokra jellemzd, keményitobol és
fruktanbol egyszert cukrok, fruktdz vagy glikoz képzodik). A stresszhatds megsziinésével a
szénhidratok repolimerizalodnak vagy végleg lebomlanak, és energiaforrasként hasznosulnak.

(Buchanan és mtsai., 2015).
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A plazmamembran hatékony vizatereszt6 rendszerrel is rendelkezik. Az aquaporinok a
plazma membranba agyazott, azon atnyuld vizcsatornak, amelyeken keresztiil a vizaramlas
gyors, igy a sejtek hatékonyan tudjak kompenzalni belsé vizhidnyukat (Kaldenhoff és mtsai.,
1998). Nicotiana excelsior-ban ozmotikus stresszhatasra a levélszovet sejtjeiben bizonyos
aquaporin génekrél (NeMip2 ¢és NeMip3) atirddo mRNS mennyisége megnd, €és ezen gének
expresszids mintazata Osszefiiggést mutat a ndvény vizellatottsagaval (Yamada és mitsai.,

1997).

Ozmotikus stresszhatds soran kiilonbozé fehérjék is részt vesznek a sejtek
védelmében. Ezek koziil fontos megemliteniink a LEA (late embryogenesis abundant) és a
dajkafehérjéket vagy HSP (heat shock protein) fehérjéket. Ezek egyrészt erés hidrofilitasuk
révén fejtik ki védo hatasukat, igy Orizve meg a sejtek szamara a vizet. Masrészt, mint
molekularis chaperonok védik a makromolekuldkat és a membranokat a denaturaciotol
(Buchanan és mtsai., 2015). A hésokk faktorok (HSF) olyan transzkripcios regulator fehérjék,
melyek szdmos gén aktivaciojat szabdlyozzdk magas hémérsékleti koriilmények és mas
stresszhatdsok soran. Az AtHSFA2 hdésokk faktor szamos hdsokk fehérje és az APX1
(ASCORBATE PEROXIDASE 1) kifejezddési szintjét szabalyozza (Li és mtsai., 2005). A
HSFA4A pedig a ZAT12 és az APX1 expressziojat befolyasolja (Pérez-Salamo és mitsai.,
2014). Arabidopsis-ban a HSF géncsaladnak 21 tagja ismert, amelyek az altaluk szabalyozott
gének promoter szakaszaban el6forduld hostressz elemekhez (HSE- heat stress element)
kapcsolddnak. A hésokk faktorok szerkezete konzervalt, tartalmaz egy N terminalis DNS k&t6
domént, mely felelds a HSE szakaszok felismerésért. Ehhez kozel helyezkedik el a szintén
konzervalt, hidrofob heptad ismétlodé szakasz, mely a fehérjék di/trimerizaciojat szabalyozza.
Ez a transzkripcios szabalyozo feladatuk ellatasanak alapfeltétele (Pérez-Salamo és mitsai.,

2014).

Korabban csoportunkban azonositottdk és jellemezték a HSFA4A hdsokk faktort,
melynek Osztradiol fliggd taltermelésével sikeriilt fokozni az Arabidopsis novények so- és

oxidativ stresszel szembeni tolerancijat (Pérez-Salamo és mtsai., 2014).

Az utdbbi évtizedekben szamos kutatohelyen azonositottak és jellemezték azokat a
géneket, amelyek részt vesznek ezekben a folyamatokban. Olyan géneket kerestek, melyek
kapcsolddnak az oxidativ stresszel szembeni védekezéshez, a fehérje érési és lebomlasi
folyamatokhoz és a stressz soran a kiilonbozé anyagcsere folyamatokban bekovetkezd

valtozasokhoz (Yamaguchi-Shinozaki és Shinozaki, 2006). Ezekrél a génekrdl atirodod
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fehérjék nem csak a tolerancia kialakitasdban, hanem mas gének kifejezddésének
szabalyozasaban és a stresszvalaszhoz kapcsolt jelatviteli utakban is szerepet jatszanak
(Bartels és Sunkar, 2005). Microarray modszerrel torténd transzkriptom vizsgalattal szadmos
olyan gént azonositottak, melynek megné a kifejez6dési szintje szarazsidg hatasara. A
dehidrataciora indukalodo génekrdl atirodd fehérjéket két csoportba oszthatjuk (Seki és
mtsai., 2002). Az els6 csoportba azok a fehérjék tartoznak, melyeknek feladata a stresszhatast
semlegesiteni. Ilyen fehérjék a chaperonok, LEA fehérjék, ozmotin, mRNS kotd fehérjék, az
ozmolitok eldallitasdhoz nélkiilozhetetlen enzimek cukor és prolin bioszintézis, illetve
transzport enzimek, detoxifikalo enzimek, a zsirsav anyagcsere enzimei, proteinaz
inhibitorok, ferritin és lipid transzfer fehérjék (Yamaguchi-Shinozaki és Shinozaki, 2006).
Ezek koziil egyesek (LEA, detoxifikald enzimek génjei) felhasznalasaval olyan transzgenikus
novényeket allitottak eld, melyek miutan tultermelték az adott fehérjét, szarazsaggal szembeni
toleranciat mutattak (Yamaguchi-Shinozaki és Shinozaki, 2006). Ez alapjan elmondhatjuk,
hogy ezen fehérjéknek fontos szerepe van a ndvények stressztiirésében. A masodik csoport
tagjai ezzel szemben, a stresszhatasra megvaltozott génkifejezddés szabalyozasaban, ezen
fehérjék aktivitdsdnak modositdsdban jatszanak szerepet. A jelatviteli utakban fontos fehérjék
a kiilonféle transzkripcios faktorok, kindzok, foszfatazok, foszfolipid anyagcsere enzimei,
kalmodulin ko6t6 fehérjék, 14-3-3 fehérjék (Golldack ésmtsai., 2014). Bizonyos transzkripcios
faktorok tultermeltetése szintén stressztoleranciat okozhat, bizonyitva a stresszvalaszban

betoltott szerepiiket (Golldack ésmtsai., 2014).
2.1.2.1 Az abszcizinsav szerepe és hatasmechanizmusa

Az abszcizin sav (ABS) kis molekulastlyu lipofil szeszkviterpén (Cis) vegyiilet, az
egyik legfontosabb novényi hormon. Vizhianyos allapotban magasabb szinten termel6dik a
ndvényekben és fontos szerepe van a szdrazsagtolerancia kialakitdsaban. Az ABS kutatasok
korai szakaszaban a hormon mint ,,dormin” vagy ,,abszcizin” szerepelt, mivel elsdsorban az
attelel6 riigyekben ¢€s az éretlen gyapottermésben halmozddott fel €s gatolta az auxin és az
etilén altal eldidézett szervlevalast (Pareek és mtsai., 2010). Késobb az is kideriilt, hogy ezek
a novények a mintagylijtéskor vizhidnyos é&llapotban voltak és ez ravilagitott ennek a
hormonnak az igazi szerepére. Tovabbi kutatasok kideritették, hogy nem csak a rovid tava
szarazsagstresszben, de a vizhidnnyal szembeni hossza tava adaptacidban is fontos az ABS
szintje, a szovetek és szervek kozotti transzportja. Fontos szerepe van tovabba bizonyos

novényi patogének fertdzoképességének (virulencia) kialakitasaban is. Egyes korokozok
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(példaul a Cercospora spp. és a B. cynerea) képesek szintetizalni ABS-at, és ezzel

befolyasolni a novény védekezését a gombafertdzéssel szemben (Asselbergh és mtsai., 2008).

Az ABS sokrétiien befolydsolja a novények fejlédését és novekedését. Vizhiany
hatdsara negyvenszeres ABS tartalom nodvekedés kovetkezik be a ndvény vegetativ
szoveteiben ¢és amint helyreall a vizhéaztartds egyenstlya az ABS szintje is visszaesik a
kiindulési pontra. Kiils6leg alkalmazott ABS hatasara a novényi gének 8-10 szazaléka reagal
expresszios szintil valtozassal (Yamaguchi-Shinozaki és Shinozaki, 2006). Szamos olyan gént
ismeriink, amelyek az ABS-ra indukaldodnak, koziiliik a legismertebbek a dehidratacio soran
felhalmozodo védo funkcidju fehérjéket kodolok, mint példaul a KIN1, KIN2, RD29B, LTP3,
LTP4, ERD10, RD20, COR413, RAB18, P5CS1, LEA14, VSP2, egyes transzkripcios
faktorok, kindzok és foszfatazok, mint az ABF3, ABI1, és az ABI2. Ismeriink olyan géneket
i, melyek ABS-ra represszalodnak, példaul a WRKY (At2g38470), a ZAT10 (At2g28200) és
az ADOF1 (At1g51700) transzkripcios faktorok (Huang és mtsai., 2008). Ugyanakkor olyan
géneket is leirtak, amelyek a szdrazsagra és a hidegre is valaszolnak de ABS-val nem
indukalhat6 a kifejez6désiik (Yamaguchi-Shinozaki és Shinozaki, 2005). Ez azt feltételezi,
hogy lenniiik kell ABS fliggd és az abszcizinsavtdl fliggetlen, szarazsdghoz kapcsolhato,
génkifejez0dést szabalyozo jelatviteli utaknak is. Az ABS-al indukélhat6 gének egy része egy
ugynevezett ABRE (ABA-responsive element: PYACGTGGC) elemet tartalmaz a promoter
régiojaban. Az ABRE cisz DNS regulatorként miikodik az ABS altal befolyasolt
génexpresszios szabalyozas soran. Az Arabidopsis RD29B gén prométer szakasza két ABRE
elemet is tartalmaz, ami sziikséges a gén ABS altali indukciojahoz mind vegetativ
szovetekben, mind a magban (Yamaguchi-Shinozaki és Shinozaki, 2006). Rizsben és
Arabidopsis-ban az SnRK2 kinazok egy 10 tagu csaladot alkotnak, a csalad mindegyik tagja

indukalodik hiperozmotikus stresszre és harom tag ABS-ra is (Kulik és mtsai., 2011).

A sejtek kiilso feliilete a sejtfal és a plazmamembran lehetnek az elsddleges helyei az
ozmotikus stressz érzékelésének. Erre utalhat tobbek kozott az, hogy az abi8 (ABSCISIC
ACID (ABA)-INSENSITIVE-8) mutans névényekben az ABS nem tudja szabalyozni a gének
kifejezodését és ezekben a novényekben, a cukorérzékelés zavart szenved, nem megfeleld a
sejtmegnyulas és a celluloz bioszintézis sem. A szallitdo szovetek kialakulasa és a gyokeér
0sztodo szoveteiben az osztodas fenntartasa is zavart szenved. Az ABIS-GFP fuzids fehérje
sejten beliili lokalizacigjat vizsgalva Arabidopsis hipokotil sejtekben, foként a
plazmamembranban, a sejtfalban, a sejtmagban és pontszerlien a citoplazmaban lattak

fluoreszcens jelet (Wang és mtsai., 2015). A fehérje lokalizaci6 alapjan az abi8 kapocs lehet a
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sejtfal, a sejtmembran és az ABS jelatvitel k6zott (Brocard-Gifford és mtsai., 2004). Az abi8
egy glikozil transzferaz szerii fehérje, amely a sejtfalban a cellul6z bioszintézis szabalyozasan
keresztiil hat (Wang és mtsai.,, 2015). Ez is azt tamasztja ala, hogy a stresszérzékelés

elsddleges helyei a sejtfal €s a plazmamembran lehetnek.

2.1.2.2 Az abszcizinsav jelatvitel

Mas novényi hormonokhoz hasonldan (gibberelin, auxin, brasszinoszteroid) az ABS is
indukal kiilonboz0 jelatviteli utakat, amelyeket a receptor fehérjék és az effektor molekulak

(jelen esetben az ABS) ko6zotti kolcsonhatas szabalyoz (Hayashi és Kinoshita, 2014).

A legfontosabb ABS receptorok a sejtben a sejtmagi és citoplazmas lokalizaciot
egyarant mutatd PYR/PYL/RCAR (PYL) fehérjék. Kevésbé ismert receptorok a
kloroplasztban elhelyezked6 magnézium kelataz H alegysége (CHLH/GUNS/ABAR) és egy,
a plazmamembranban elhelyezkedd GPCR tipust G fehérje (1. abra) (Miyakawa és mtsai.,
2013). Kozponti szignal elem a PYL, PPC2 és SnRK2 fehérjékbdl allo komplex és annak
szubsztratjai, melyek a génexpressziot (hossza ABS jelut) és a sztdma mozgasokat (rovid
ABS jelat) szabalyozzak (1. dbra). Az ABS a citoplazmaban hozzakapcsolodik a
PYR/PYL/RCAR (PYL) receptor csalad tagjaihoz. A kapcsolodas kovetkeztében az ABS
stabilizdlja a PYL-ek ¢és a 2C tipusu foszfatdzok (PP2C) kozotti fehérje-fehérje
kolcsonhatdsokat. Az abszcizinsav ugy viselkedik ebben a folyamatban, mint egy
alloszterikus ligand, amely konformacios valtozast hoz 1étre a PYL receptoron igy aktivizalva
azt. Az aktiv PYL fehérje hozzakapcsolodik a PP2C-hez, igy inaktivalva azt (Hayashi és
Kinoshita, 2014). A felszabadult SnRK fehérje autofoszforillalodik és aktival bizonyos ABS-
ra valaszolo transzkripcios faktorokat (bZIP), amelyek azutdn génexpresszids valtozasokat
indukalnak (Zhang és mtsai., 2015). A rovid jelat részeként az SnRK —k a SLAC1 (Slow
Anion Channel-associated 1) fehérjén keresztiil a kation csatornakat, a KAT1-en (Potassium
Channel in Arabidopsis thaliana) keresztiil pedig a sztomak zarodasat indukaljak (/. dbra)
(Zhang ¢és mtsai., 2015). Ez a jelatviteli ut blokkolva van, amikor az ABS szintje alacsony a
sejtben, mert ekkor a PP2C-k, a PYL gatl6 hatasanak hianyaban, az SNF1 tipust kinazokat
defoszforillalt allapotban tartjdk. Soma és munkatarsai (2017) arr6l szamolnak be, hogy
feltartak az I-es tipusiit SnRk-k (amelyek nem reagalnak az ABS szintek valtozasara)
szabalyozasanak 1j tipusat, ahol a Varicose nevii mRNS sapka eltavolitasat aktivalod

fehérjével egyiitt a mRNS-ek lebontdsat szabalyozzdk ozmotikus stresszhatds alatt. A
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kiilonbozo stresszkezelések kovetkeztében bekovetkezd RNS mennyiségi €s lokalizacios
valtozasok a kutatdsok 1j, rendkivill izgalmas teriilete, amely a ndvényi reakciok még

komplexebb képét mutatjak.

ABRE/ABF/
lon csatorna
ABA valasz

Abszcizin
« sav © | foszorillacio

1. dbra Az abszcizinsav dltal szabdlyozott jelatviteli ut (Zhang és mtsai., 2015
.http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/fpls.2015.00088/full)

A masodlagos jelatviteli rendszer komponenseinek azonositasdhoz a gazcserenyilasok
sztoma zardsejtjeinek ABS altal szabalyozott zar6dasi mechanizmusat tanulmanyoztak
modellrendszerként. Az ABS szint megemelkedésével Osszefliggésben megnétt a
foszfolipidek, a kalcium, a nitrogén monooxid (NO) és a reaktiv oxigén gyokok (reactive
oxigen species: ROS) mennyisége a sejtekben (Pareek és mtsai., 2010). Ezek a molekulak
mint lehetséges masodlagos jeltovabbitdé elemek miikddhetnek az ABS altal szabalyozott
folyamatokban.

crcr

A citoszolikus kalcium ionok koncentracidjat tobb kiilonbozé jelatviteli 1t
szabalyozza, tobbek k6zo6tt az ABS is (Tang és mtsai., 2007). A novényekben ez a kalcium
szint diurnalis oszcillaciét mutat és Osszefigg a sejteken kiviili, kiilsé kalcium ionok,
mennyiségével. A kapocs a kiilsé és belsd kalcium ion mennyiségek Osszehangoldsaban a
CAS (Ca**-sensing receptor) Ca®* érzékel6 receptor (Tang és mtsai., 2007). A CAS receptor
kozvetleniil az inozitol (1,4,5,) trifoszfat (IP3) mennyiségét szabalyozza. Amikor az inozitol
(1,4,5,) trifoszfat (IPs), szintje megemelkedik, akkor az endoplazmatikus retikulum Ca**

raktaraibol Ca®* ionok szabadulnak fel, és ezek aktivaljak a vakuolaris kalcium csatornakat is
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(Han és mtsai., 2003). Ez az ABS hatasara bezarodé sztéma zard sejtek csukodasanak egyik

kulcslépése (Takahasi és mtsai., 2001).

Az ABS tgy is ismert, mint a H,O, felhalmozddas eldidézdje, és ezen keresztiil a ROS
jelatviteli ut aktivaloja. A ROS-ok éltal szabélyozott folyamatokat ugy kell elképzelni, mint
egy csomopontot a sejtben, ahol tobb kiilonbozé jeltovabbitd rendszer fut dssze. A ROS
felhalmozodashoz NADPH-ra van sziikség, mely a NADPH oxidaz szerepére utal ezekben a
folyamatokban (Kwak és mtsai., 2003). A sztoma zardsejtekben mindkét, NADPH oxidazt
kodold gén kifejezddési szintje magas és ABS-ra még jobban megemelkedik. Dupla mutans
novényekben a NADPH oxidaz katalitikus alegységeinek (AtrbohD és AtrbohF gének)
egyidejli hidnya, blokkolja az abszcizinsav indukalta sztoma zarddast és ROS felhalmozodast
(Kwak és mtsai., 2003). A pyrl/pyll/pyl2/pyl4 négyszeres ABS receptor mutans Arabidopsis
ndvényekben megsziint a reaktiv oxigén gyokok mennyiségének ABS fliggd megemelkedése.
A sztdma zarosejteknek sziikségiik volt kiilsddleges ROS forrasra (hidrogén peroxid) ahhoz,
hogy a Ca?* csatornak aktivalodjanak, és megtorténjen a zardsejtek zarodasa. Ez is bizonyitja,
hogy a PYR/PYL/RCAR receptorok az ABS-al egyiitt aktivaljdk a plazmamembranok
kalcium csatornait, és ROS fliggd jelatviteli utakon keresztiil, valtjak ki a sztomak zarodasat

(Wang és mtsai., 2013).

Ma mar széleskortien elfogadott tény, hogy a nitrogén monooxid (NO) is jeltovabbito
molekulaként miikddik a novényi sejtekben. A kiilsdleg adott NO sztdmazarddast idéz eld a
novényeknél és az ABS megemelkedett szintje NO felhalmozodast okoz a sejtekben. Ez a

felhalmozodas H,O; fiiggést mutat (Bright és mtsai., 20006).

Szamos bizonyitékat talaltdk annak, hogy a reverzibilis fehérje foszforillacionak
fontos szabalyozo szerepe van a stresszvalaszokban. Arpa protoplasztok esetében az ABS
kezelést par perccel kovette a mitogén-aktivalt protein kindzok (MAPK) aktivalédasa
(Knetsch és mtsai., 1996). Ludfilben 20 MAPK ismert és négy f6 csoportba soroltak Oket
(Colcombet és Hirt, 2008). Az ABS aktivalja az AtMPK1-et, AtIMPK2-6t és az AtMPK3-at
(Hwa ¢és Yang, 2008). Hwa ¢s Yang altal eldallitott AtMPK1, AtMPK?2 illetve az AtMKK3
tiltermelé novényeknek noétt az ABS érzékenysége és ezzel parhuzamosan a transzgenikus

ndvények so- és szarazsagtiirése is (Hwa és Yang, 2008).

Az abszcizinsav az antioxidans enzimeken alapuld védekezési mechanizmus aktivaldja
IS, amely szorosan kapcsolodik a ROS-ok semlegesitéséhez. Oxidativ stressz soran a

kataldzok kulcsszerepet jatszanak a ROS-ok semlegesitésében (Mittler és mtsai., 2004). A
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MAPK foszfatazok a MAPK-ok negativ szabalyozoi. Arabidopsis esetében az oxidativ stressz
aktivalja az MAPK foszfataz 3-at (AtMPK3) és az AtMPK6-ot (Kovtun és mtsai., 2000). Az
AtMPKG6 taltermeld novényekben megemelkedik a katalazl (CAT1) gén kifejezddési szintje
ABS fiiggd modon (Kovtun és mtsai., 2000). Tovabbi kapcsolddasi pontja az ABS altal
szabalyozott jelatviteli utaknak a MAPK foszfataz 1 (AtMPK1), amely egy kalciumkotd
fehérje és foszfatdz aktivitisat a kalmodulin Ca** fiiggé modon aktivalja (Lee és mtsai.,
2008).

Az ABS éltal aktivalt kindzok koziil fontos megemliteni az SnRK2 csoportba tartozo
OST1/SRK2E/SnRK2.6 kinazt. Arabidopsis-ban és rizsben ez a fehérje csalad 10 tagh. Az
SNRK2 a gazcsere nyildsok zarésejtjeinek mozgasanak szabalyozasaban tolt be fontos
szerepet. Ezek a kindzok sora, ABS-ra és vizhidnyos allapotra is aktivalédnak. A harmas
funkciovesztéses mutans ndvényben, melyben nem muikddik sem a SnRK2.2, sem a 2.3, sem
a 2.6-os kindz, mar komoly ndvekedésbeli eltérések tapasztalhatoak (Fujii és Zhu, 2009).
Ezen kiviil a csirdzésban, a sztoma zarddasban és a gyokérndvekedés szabalyozéasiban is
hasonl6 eltéréseket tapasztalhatunk. Abszcizinsav hidnyaban a mar korabban emlitett PYL
fehérjékkel kolesonhatd 2C tipusu foszfatazok (PP2C) defoszforillaljak és ez altal gatoljak a
harom SnRK2 fehérjét. A so- illetve szarazsagstressz hatasara termeldd6 ABS hatasara a
PP2C fehérjék inaktivalédnak a PYR/PYL/RCAR (PYL) komplexen keresztiil, az SnRK2
fehérjék pedig a gatlas alol kikeriilve, foszforillacioval aktivalnak bizonyos transzkripcios
faktorokat, tobbek kozott az AREB/ABF-eket (ABRE-binding (AREB) proteins vagy ABRE-
binding factors (ABFs)) (Nakashima és mtsai., 2009). Az AREB/ABF-ek bZIP tipusu
transzkripcids faktorok, amelyek aktivalt allapotban hozzakapcsolddnak a célgénjeik ABRE
(abscisic acid-responsive) promoter szekvencia elemeihez és elinditjdk a génatirddast

(Nakashima és mtsai., 2009).

Arabidopsis-ban meg kell még emliteniink a DREB (Dehydration-responsive element
binding transcription factor) transzkripcios faktorok koziil a DREB2A-t, amely az AP2/ERF
fehérjecsalad tagja. A DREB2A az ABS-hoz és ezen keresztiil a s0- €s szarazsagstresszhez
kothetd feladatat a célgének promotereinek DRE/CRT (dehydration-responsive element) cisz
elemeihez valo kotédésen keresztiil 1atja el. A DREB2A célgénjei fontosak a stresszvalaszok
kialakitasaban. llyen gének tobbek kozott a LEA fehérjék, a hdsokk fehérjék és faktorok és az
RD29 is. Az RD29 egy kiszaradasra, sora , hidegre és ABS-ra indukalodo gén (Yamaguchi-
Shinozaki és Shinozaki, 1993). Az RD29 gén promoterében talalt két ABRE tipusu cisz

szekvencia elem jelentette az els6 1épést az ABS-hoz kapcsolhatd transzkripcios szabalyozo
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elemek meghatarozasa soran. Az RD29 gén atirddasi szabalyozasa arra utal, hogy az ABRE
¢s a DRE/CRT cisz elemekhez kothetd transzkripcios faktorok kozott kolcsonhatdsok
allhatnak fenn (Nakashima és mtsai., 2009). A kdzelmultban Song €s munkatarsai erre talaltak
bizonyitékot, amikor meghataroztak az altaluk vizsgalt 27 ABS-ra aktivalodo transzkripcids
faktor kozotti hierarchiat. Az altaluk hasznalt kromatin immunoprecipitacios szekvenalas
technologiaval egy 1 transzkripcids faktor csaladot (DIG, Dynamic Influencer of Gene
expression 1) is sikeriilt azonositaniuk (Song és mtsai., 2016). Ezek a transzkripcios
regulatorok az abszcizinsavhoz ¢és soérzékenységhez kapcsoloddan fejtik ki hatdsukat.

Tultermelésiik (DIG1, DIG2) ludfiiben ABS ¢€s s6érzékenységet okoz (Song €és mtsai., 2016).

Az ubiquitinacid €s a proteoszoman keresztiil torténd fehérjelebomlas egy élettanilag
nélkiilozhetetlen folyamat a novényi sejtekben is. Az ABS-hoz kapcsolt szabalyozasban
fontos szerepe van az ubiquitinacionak és a hozza hasonld szumoilacionak is. Az
ubiquitinacié folyamatanak komponensei az ubiquitin E3 ligaz, egyes F box fehérjék, és a
proteoszoma kiilonbozo alegységei, amik nélkiilozhetetlen részei az ABS-hoz kapcsolt és
egyéb stresszvalaszoknak. Az AtPUB9 (Plant U-Box9 E3 ligaz) lokalizacidja ABS kezelés
hatasara megvaltozik dohany BY-2 sejtek plazmamembranjaban, de csak akkor ha egyiitt
fejeztették ki az ARC1 kinaz (U-box/ARM-repeat-containing E3 ligase) aktiv kinaz
doménjével (ARK1). ARK1 és AtPUB9 kett6és mutansban pedig megvaltozott a magvak ABS
érzékenysége a csirazas soran (Samuel és mtsai., 2008). Az RSL1 E3 ubiquitin ligiz
kolcsonhat a PYL4 és a PYR1 ABS receptor fehérjékkel a plazmamembranban. Az RSLI
fehérje megnovekedett mennyisége csokkenti az ABS érzékenységet, mig az RNS
interferencidval eldallitott novényekben a géncsalad tobb tagja is alacsonyabb kifejezddést

mutat és megnd a ndvények ABS érzékenysége (Bueso és mtsai., 2014).

A széarazsagstressz folyaman a kromatin szerkezet is atalakul. A vizvesztés hatasara a
novényekben a glikolitikus anyagcsereut atkapcsol acetat szintézisbe, annak érdekében, hogy
a jazmonsav jelut aktivalasaval valaszoljon a novény a stresszre. Arabidopsis-ban ennek a
folyamatnak a legfontosabb szabalyozé eleme a Histon Deacetylase 6 (HDAG6) fehérje, ami

ki-be kapcsolja az emlitett anyagcsereutakat (Kim és mtsai., 2017).
2.1.3 A soOstressz sajatossagai

A szikes talajok, melyek Magyarorszagon is megtalalhatoak, jellemzdje a vizben
oldhat6 s6k magas koncentracioja. Ezek a sok tobbnyire a natrium klorid (NaCl) és a natrium

szulfat, (NaySO,), emellett kalcium illetve magnézium klorid és kiilonb6z6 karbonat
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vegyiiletek is eléfordulnak. A NaHCOs-nak koszonhetéen Na® ionokban erésen gazdag,
magas pH-ju (10-11), kotott agyagos talaji, mezdgazdasagi mivelés szempontjabol értéktelen
szikes teriiletek a szikes szolonyec és szoloncsak (a felszin kozelében magas natrium ion-
magas a NaHCOj tartalma ¢s ehhez magas pH (pH:11) érték tarsul (Rig6 Gabor sajat adat).
Akkor beszéliink szikes talajrél ha a talaj elektromos vezetdképessége, EC értéke, 4dS/m
vagy tobb. Ez az érték 40mM NaCl tartalomnak fel meg ¢és 0,2MPa ozmotikus nyomasnak.
Ezek az értékek bizonyos érzékeny novényfajoknal, mint a rizs ¢és a ludfii, mar okozhatnak

novekedésgatlast és terméskiesést is (Munns €s Tester, 2008).

A NaCl a leggyakrabban el6forduld és a legjobban 0ldddo so, ezért minden névény
képes szabalyozni a mennyiségét a sejteken beliil. Jellemzd, hogy a novények a vizfelvétel

soran kivalasztjak a gyokéren keresztiil a talajba.

Amikor a sostressz élettani hatdsait vizsgaljuk fontos elkiiloniteni a talaj sotartalma
miatt akadalyozott vizfelvételbdl eredd ozmotikus stresszt, amely idoben ugyan korabban
jelentkezik, de a novények szdmara mar ez is toxikus. Az ozmotikus stressz kovetkeztében
eldszor csokken a ndvények ndvekedési iiteme, mig a mdasodik, lassabb szakaszban, a
levélszovetben megnovekszik a soétartalom, ami az idGsebb levelek elhalasat eredményezi
(Munns és Tester, 2008). Az ozmotikus stressz nagyobb mértékben csokkenti a ndvekedési
{itemet, mint a késSbb fellépd ionikus stressz. A legtdbb fajnal a Na* hamarabb eléri a toxikus
koncentraciot mint a klorid ion, és a legtdbb tanulmany ezért a Na* vizsgalatara koncentral.
Vannak bizonyos fajok (szdja, citrusfélék, sz618), melyeknél viszont a Cl  bizonyul
mérgezébbnek (Munns és Tester, 2008). A megfigyelések szerint, 100 mM Na* koncentracid
felett bizonyos enzimek milkdodése gatlodik (Munns €s mtsai., 2006). Azok az enzimek,
melyeknek a miikddéséhez sziikség van K'-ra kiilondsen érzékenyek a magas Na* tartalomra,
vagy a magas K'/Na" aranyra. A séhoz tartésan hozzaszokott ndvényeknél megfigyelték,
hogy az aminosav, nitrogén, szénhidrat és poliol anyagcsere utak elsddleges anyagcsere
termékeinek a mennyisége megndtt. Ezek az anyagok az ozmotikus egyensuly beallitdsaban, a
fehérjék és membranok védelmében, illetve a ROS-ok és az ammonium ionok,

semlegesitésében fontosak (Chaves €s mtsai., 2009).

A sotolerancia hdrom tipusat kiilonboztetjiik meg. Az els6 az ozmotikus stressz
tolerancia, amely kovetkeztében a novény képes megdrizni ndvekedési litemét a talaj limitalt

nedvességtartalma mellett is. A masodik tipust tolerancia a Na* kivalasztasan alapul, vannak
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fajok, melyek nagyfokt hatékonysaggal képesek natrium iont a gyoOkereiken keresztiil
kivalasztani, igy akaddlyozva meg, hogy az a levelekben felhalmozdédjon. Amennyiben ez a
folyamat nem miikddik, az az idésebb levelek elhalasahoz vezet. A tolerancia harmadik tipusa
az ugynevezett szoveti tolerancia, amely a toxikus anyagok elkiilonitésén alapul a mezofillum
sejtekben (a sot a vakuolumokba raktarozzak) (Munns és Tester, 2008). A kiilonb6zo
toleranciak miikodésének hatékonysagat sok tényezd befolyasolja, tigy, mint a sostressznek
kitettség iddtartama, a sO koncentracidja, a helyi kornyezeti viszonyok, a talaj
nedvességtartalma, a levegd paratartalma, a transzspirdcios rata és a levél vizpotencialja
(Munns és Tester, 2008). A gyokér altal érzékelt sostressz olyan folyamatokat is indukal,
amelyek a hajtasban is valtozasokat idéznek el6 és az ABS szabalyozasa alatt allnak. Ez
szintén alatamasztja, hogy a szarazsag ¢és a sostressz mechanizmusai hasonloak. A
gyokérsejtek érzékelik elészor a megndvekedett Na* koncentraciot. A ndvény reakcidja soran
a gyokér igyekszik fenntartani miikodoképességét €s jelzést kiild a hajtasban 1évo sejtek felé

is.

A gyokérben az egyik kdzelmultban azonositott folyamat, a sostresszel kapcsolatban,
az autofagia. Luo ¢és munkatarsai megallapitottdk, hogy par perccel a sokezelés utin
autofagoszomak jelentek meg az Arabidopsis gyokér sejtekben. Az autofagiaban fontos atg2
¢és atg7 (autophagy-specific ubiquitin-like proteins (UBLS)) fehérjéket nem kifejezd
novényekben ez a valasz elmaradt és a novények so- illetve ozmotikus stressz érzékenysége
megnott. Elmondhato, hogy az autofagikus folyamatok kézremiikodnek az adaptacioban és a
gyokér kéreg sejtek kozponti vakuolumaiban a Na® ionok kivalasztasédhoz is sziikségesek

(Luo és mtsai., 2017).

A novények par masodperc alatt kozvetlen és specifikus valaszokat adnak a
megndvekedett, kiilsé Na* koncentraciora (Tracy és mtsai., 2008). Az elsé mérhetd valtozas a
Ca?* aramlik a citoszolba, ez a koncentracid valtozas meglehetésen komplex folyamat és az
egyik legfontosabb eszkdze a ndvényi sejtnek, amellyel a kiilsé kornyezetben bekdvetkezd
Na" tartalom valtozasokat kdvetni tudja. A komplexitast jelzi, hogy ludfii gyokerekben az
endodermiszben és a periciklusban mas a citoszolikus Ca®* aramlas és felhalmozodas
dinamikdja és mértéke (Kiegle ¢és mtsai., 2000). Az egyik legrészletesebben jellemzett Ca®*
felhalmozodassal jaré folyamat soran a kiilsé Na® koncentracié emelkedést feltehetden a
CBL4 (calcineurin B-like protein 4) érzékeli, melyet korabban SOS3-ként (salt overlay
sensitive3) is azonositottak (Zhu és mtsai., 1998, Munns és Tester, 2008). A CBL4
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kalciumkotd képessége ugyan nem igazolt, de a citoszolikus Ca*" koncentraciondvekedés
egyiitt jar a CBL4 dimerizalodasaval és azzal, hogy kolcsonhatasba 1ép a CIPK24 (CBL
interacting protein kinase 24) kinazzal, amely azonos a SOS2-vel (salt overlay sensitive 2)
(Halfter és mtsai., 2000). A CBL4/CIPK24 komplex egy mirisztoil lipid lanccal Kikotédik a
plazmamembranhoz. A lokalizacioban bekovetkezd valtozas lehetdvé teszi a membrankotott
Na’/H" antiporter SOS1 fehérje foszforillaciéjat (Munns és Tester, 2008, Hanin és mtsai.,
2016).

A sostresszhez kapcsolodo transzkripeids szintli szabalyozas azonositott komponensei
koziil, szamosra jellemzd, hogy nem csak a soOstresszben, hanem a szarazsagstresszhez
kapcsolodo folyamatokban is regulatorként miikodhetnek (Munns és Tester, 2008). Ilyen
transzkripcios faktor az AtSKIP1 (Ski-interacting protein), amelynek expresszioja emelkedést
mutat mannitol, s6 és abszcizinsav kezelésre, tultermelése pedig, a ndvények szamadra,
sOtoleranciat biztosit (Lim és mtsai., 2010). Paradicsomban 2011-ben azonositottak Lu és
munkatarsai a SIERF1 (Solanum lycopersicon Ethylene-responsive factorl) gént, amelynek
tultermeltetése kovetkeztében a paradicsom csiranovények gyokérfejlodése kevésbé gatlodott
150mM NaCl tartalmu taptalajon. SIERF1 taltermelés hatdsara megnétt a ndvények szabad
prolin és oldott cukor tartalma, valamint a LEA, P5CS és a DREB3-1 stresszindukalt géneknek
megemelkedett a kifejez6dési szintje (Lu és mtsai., 2011). Rasmussen és munkatarsai 2003-
ban megjelent tanulmanyaban, 10 Arabidopsis 6kotipusban végzett komplex génexpresszios
valtozasokrol szamoltak be Kiilonb6zé kombinalt stresszkezelések hatasara. Az abiotikus
stresszkezelés modulban a sokezelést onmagdban alkalmaztak illetve kombinalva magas
intenzitasu fénnyel vagy hdvel. A transzkripcids faktorok koziil 24 esetében talaltak valtozast,
pl. DREB4A (Dehydration-responsive element binding transcription factor) cink ujj és bHLH
(basic helix-loop-helix) tipust faktorok esetében, melyek zomében a gyokér, a levél és az

internodiumok fejlédését szabalyozzak (Rasmussen €s mtsai., 2013).

A génexpressziés valtozasok mellett meg kell emliteni az RNS érési
mechanizmusokat, az RNS splicing szintén megvaltozhat a ndvények sostresszre adott
reakcioi soran. Az Arabidopsis genom intront tartalmazd génjeinek 49%-a alternativ
formaban érhet a sostressz hatasara. Az alternativ splicing mértéke szignifikansan megnétt a
sostressz hatdsara, ugyanakkor az alternativan éré gének kifejezddési szintje sok esetben nem
véltozott, amely arra utalhat, hogy az alternativ érés a szabalyoz6 mechanizmusok egy ijabb

rétege a sostresszre adott valasz folyamatokban (Ding és mtsai., 2014).
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A soétolerancia kialakuldsanak folyamatat a 2. dbran szemléltetem Mishra és Tanna

alapjan (Mishra és Tanna, 2017).

Sostressz

h\

Novény

Masodlagos stressz tényezk:
-Ozmotikus
-Oxidativ

Ozmotikus és ionikus egyensulyvesztés
A fehérjék funkcionalis és szerkezeti karosodasai
Membran sériilések

/ Szenzorok és receptorok
lon csatornak

ion transzporterek: A védekezé mechanizmusok Transzkripciés faktorok:
NHX, SOS, AVP, HKT aktiyglasa NAC, ERF, DREB, ZIP

Chaperonok:
LEA, HSE, COR | <—

Jelatvivé molekulak:

Gén indukcio
‘| MKK, MPK, CIPK, Rab

Antioxidansok: | = | ozmolitok:
APX, CAT, SOD PDH, ProT, BADH
&  Sejten bellli ion homeosztazis
3 | Ozmoprotekié
'S | Detoxifikacié
\ S | Sejtintegritas j

Sotolerancia

2. abra A sotolerancia kialakulasa (Mishra és Tanna, 2017.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5435751/figure/F1/ )

2.1.4. Szarazsag- és sostressz hatasa a fotoszintézisre

A fotoszintetizald ¢€l6 szervezetek a fényenergiat alakitjdk at stabil, kémiai
vegyliletekké. A fotoszintézis egy biologiai oxidacion és redukcion (redox) alapuld folyamat,

amit az aldbbi egyenlettel lehet szemléltetni:
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CO2H,A 13 (CH,0) 2A+H,0

A fenti egyenletben a CO, mint elektron akceptor szerepel, a H,A pedig barmilyen olyan
vegyiiletet jeldlhet, amely redukéaléodva elektron donorként szolgal. A (CH,O) jeldli azt a
szénhidratot, amely a CO, redukcidja soran keletkezett és az A pedig a HpoA oxidacidjabol
keletkez6 terméket. Az oxigéntermeld fotoszintézis esetében a viz redukalodik (H20). A
folyamat eredménye O,, viz €s szénhidrat.
CO,+H.,0 g (CH,0)+0,+H,0

Az oxigén termeld fotoszintézis a cianobaktériumok evollcids ujitdsa volt és ez eredményezte
az O, felhalmozddasat a Fold légterében 2 millidrd évvel ezeldtt. Az 1950-es és 60-as
években fedezték fel, hogy izolalt kloroplasztok képesek voltak a CO,-t szénhidratta alakitani
fény jelenlétében (Buchanan és mtsai., 2015). Azt is feltartak, hogy a fotoszintézisnek két
fazisa van, a fényreakcio, amelynek eredménye az Oy, az ATP és a NADPH, illetve a karbon
reakcio (Calvin-Benson ciklus), amely soran a CO; redukalddik szénhidratta. Ebben a

masodik szakaszban hasznalodik fel az ATP és NADPH, amely a fényszakaszban termel6dott

(Buchanan ¢és mtsai., 2015).

A fotoszintézis kimagasld jelentdséggel bir és a foldi élet alapjaul szolgal. A
magasabb rendli ndvények ennek a folyamatnak a segitségével épitik fel testiiket és
miikddtetik az élettani folyamataikat. A kiilonb6zd stresszhatdsok soran rendkiviil fontos a
novények szamdra a fotoszintetikus mechanizmusok fenntartdsa ¢€s milkodtetése. A
fotoszintetikus folyamatokat jellemz6 paraméterek megvaltozasa mar komoly karosodéasokrol
¢s a novények szamdra igen erds stresszhatasokrdl arulkodnak. Ezeknek a paramétereknek a
megvaltozasa mogott komplex folyamatok éallnak. A szarazsdg soran sériilnek a kiilonb6z6
anyagcsere ¢s fiziologias folyamatok, melyek hatdsaként megfigyelhetd a ndovekedési litem, a
szovetek klorofill és viz tartalmdnak csokkenése, ¢és a fluoreszcencia paraméterek
megvaltozasa. A tipanyagok felvétele szintén mérséklddik a csokkent transzpiracio
kovetkezményként. A fent emlitett folyamatok nagy része érinti a ndvények fotoszintetikus
aktivitasat is (Colom és Vazzana, 2003, Souza és mtsai., 2004, Nayyar és Gupta, 2006). Tébb
tanulmany is azt mutatja, hogy a szarazsagstressz alatt bekovetkezd fotoszintetikus aktivitas

csokkenés mogott a sztomak zarddasa altal limitalt folyamatok allnak (Shangguan és mtsai.,
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1999). Az egyik legkorabbi valasz a vizhidnyra a sztomak zarodasa, amely lehetdvé teszi a
ndvény szamadra a transzspiracio és ezen keresztiil a vizveszteség csokkentését, de ugyanakkor
a CO, felvételét is gatolja, és ezzel a fotoszintézis aktivitasat is csokkenti (Nayyar és Gupta,
2006). Ezen kiviil a CO, felvétel csokkenése elémozdithatja az egyensuly felbomlasat a II
fotokémiai rendszer (photosystem II, PSII) aktivitasa és a Calvin-Benson ciklus elektron
igénye kozott. Ez az megkotott, gerjesztett energia tulzott felhalmozddasahoz vezethet és
sériiléseket okozhat a PSII reakcid centrumaiban (Foyer és Noctor, 2000, Baker ¢s
Rosenqvist, 2004). Ezek a karosodasok egyrészt a PSII vizbontéasért felelés komplexében (Lu,
jelentkeznek (Cornic, 2000). Feltételezések szerint a karosodasok mind visszavezethetek a
reaktiv oxigén fajtak (ROS-reactive oxigen species) keletkezésére és felhalmozodasara a
PSll-ben (Nishiyama ¢és mtsai., 2006). A ndvények sokféle védekezd mechanizmust
fejlesztettek ki, hogy megakadalyozzak a ROS-0k felhalmozddéasabol eredé karosodasokat.
Ilyen védekezé reakcidjuk a feleslegben elnyelt energia kisugarzasa ho formajaban
(Ggynevezett disszipacid) illetve, a fénysugarzassal szembeni védekezésként, pigmentek
(karotenoidok és antocianinok) szintézise (Pietrini és mtsai., 2002). A keletkezett ROS-ok
semlegesitésének két fo utja ismert. Az enzimatikus detoxifikacio, melyben szamos enzim
SOD (superoxide dismutase), CAT (catalase), APX (ascorbate peroxidase), GPX (guaiacol
peroxidase), GR (glutathione reductase), MDHAR (monodehydroascorbate reductase), és a
DHAR (dehydroascorbate reductase) vesz részt (Kaushik és Roychoudhury, 2014). A nem
enzimatikus semlegesitésben az aszkorbin sav, a redukalt glutation (GSH), a-tokoferol, a mar
emlitett karotenoidok, flavonoidok ¢és a prolin jatszik fontos szerepet (Kaushik és
Roychoudhury, 2014).

A fotoszintézis valasza a sostresszre meglehetdsen komplex, a korlatozo tényezok
mind a sejtek mind a szervek szintjén is hatnak, €s idében is nagy valtozatossdgot mutatnak.
A valaszt befolyasolja a stressz intenzitdsa, idOtartama és gyakorisaga, a levél életkora (az
iddsebb levelek tobb sot akkumuldlnak, mint a fiatalabbak) és, hogy melyik novényfajrol van

sz6 (Flexas €s mtsai., 2004).

Amennyiben a szarazsag- és sostressz fokozatosan éri a novényt az a fotoszintézis
szempontjabol hasonld folyamatokat eredményez. A sztomak nyitottsaganak korlatozasan
keresztiil befolyasoljak a CO, diffuzdjat a kloroplasztba és a mezofillumon keresztiili CO;
transzportot, amely megvaltoztatja a levelek fotokémidjat és szén metabolizmusat (Chaves és

mtsai., 2009). A mezofillum konduktancidjdnak valtozasa mogott elképzelhetd, hogy a
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levelek fonnyadasaval parhuzamosan a sejt kozotti tér szerkezeti valtozasai allnak (Lawlor és
sajatossagai allnak, melyek nem valtoznak a stressz alatt. Ezzel ellentétben Genty és
munkatarsai bizonyitottak, hogy a belso ellenallas nagy része a lipid fazisban van, a sejten
beliil, és nem a sejt kozotti térben (Genty és mtsai., 1998). Ezt erdsiti meg Flexas ¢€s
munkatarsainak a munkaja, amiben azt talaltdk, hogy a sztdbma konduktancia par perccel a
vizvesztés kezdete utan csokken és ABS kezeléssel visszaallithatd az eredeti szintre (Flexas és
mtsai., 2006). Valdszinii, hogy a sztdbma konduktanciat biokémiai folyamatok is szabalyozzak
az anatémiai sajatossagok mellett. Gyakran el6fordul, hogy a levélfeliiletre vetitett
fotoszintetikus aktivitds nem valtozik a s6 kezelés soran a lecsokkent sztdbma konduktancia
ellenére sem (James és mtsai., 2002). Ennek a latszolagos ellentmondasnak a hatterében az a
korabban mar emlitett jelenség 4ll, hogy a fonnyad6 levelekben a vizvesztés miatt a

kloroplasztok denzitasa megnd (stirlibben helyezkednek el).

A fotoszintézis csokkent intenzitasa eldidézi a ROS-ok képzddését és a detoxifikalo
enzimek megndvekedett aktivitasat is. Amikor a novények alkalmazkodnak a megvaltozott
kornyezeti tényezokhdz, akkor megvaltozik a levélmorfologidjuk, a pigment dsszetételiik és
azok a biokémiai folyamataik, melyek megvédik a fotoszintetikus rendszereket az oxidativ
karosodéasoktdl. Amennyiben a ndvény nem képes kezelni a stresszhatdsokat fotoinhibicid
kovetkezik be, melynek sordn a PSll-ben szerkezeti valtozasok figyelhetéek meg. A D1
fehérje levalik a komplexrdl és szintézise gatlodik a ROS-ok felhalmozddasanak
kovetkeztében, tovabba a kiilonb6z6 javito (repair) mechanizmusok is sériilnek (Nishiyama és
Murata, 2014). A két folyamat, amely megakadalyozza a fotoinhibiciot, a xantofill pigmentek
h6é kibocsajtasa és az oxigén hasznélata elektron akceptorként a viz helyett. Ez utdbbi
folyamatban sziikség van a ROS-ok szintjét szabalyoz6 enzimek, mint példaul a szuperoxid
dizmutaz, aszkorbat peroxiddz, katalaz és kiilonb6z6 peroxidadzok aktivitasanak novelésére
(Apel és Hirt, 2004). Ezeknek az enzimeknek az 6sszehangolt mitkodése kell ahhoz, hogy a
kiilonboz6 sejt kompartmentumokban kialakuljon az egyensuly a képz6dd és a semlegesitett
ROS-ok kozott és a hidrogén-peroxid tartalom is a sejt szamara megfeleld szinten maradjon.
Ez a ROS semlegesitd rendszer normal koriilmények kozott is jelen van a kloroplasztokban és
arra hivatott, hogy megdrizze a fotokémiai rendszereket az esetlegesen hirtelen bekdvetkezd

fotoinhibiciotol, amit a fényintenzitas gyors ndvekedése idézne eld (Apel és Hirt, 2004).

A soétolerancidban megfigyelhetd genetikai kiilonbségek nem kovetkeznek

sziikségszertien a ROS semlegesitd képességekbdl. Az irodalomban szamos kozlemény
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szamol be megvaltozott antioxidans enzim aktivitasrol és ez bizonyos esetekben toleransabb,
mas esetekben viszont érzékenyebb genotipussal parosul. Feltételezhetd, hogy az antioxidans
kapacitasbeli kiilonbségek az egyes fenotipusok kozott a kiillonbozé mértékli sztoma
zarodassal egyiitt hatnak ¢és igy alakitjak ki a novény fotoinhibiciéval szembeni

védekezOképességét (Munns €s Tester, 2008).

Yamaguchi Shinozaki és kutatdécsoportja komplex transzkripcids €s metabolit profilt
készitett olyan rizs novényekrdl, amelyek szigoruan kontrollat koriilmények kozott 3 féle
moderalt és egy erds szarazsagstressznek voltak kitéve (Yamaguchi Shinozaki és mtsai.,
2017). Megfigyeléseik alapjan elmondhatd, hogy a fotoszintézishez kothetd gének (fény
szakaszhoz ¢és a Calvin-Benson ciklushoz) kifejezddésének csokkenése csak erds
szarazsagstressz jelenlétében volt megfigyelhetd. A szénhidrat anyagcseréhez kothetd gének
magasszintii kifejezédése, mar alacsonyabb szintli, még moderalt stressznél is megvaltozott, a
cukorbontas és a keményitd szintézis fokozodott, mig erds szdrazsag esetén Mar az érintett
gének nagy részének expresszidja is csokkent (Yamaguchi Shinozaki és mtsai., 2017). Az
adatok elemzésébdl kideriilt, hogy van egy kritikus id6szak amikor a szénhidrat anyagcsere
megvaltozik és bizonyos metabolitok, koztiik ozmolitok, felhalmozddasa figyelheté meg,
ekkor a fotoszintézis gatlodik és a hajtasnovekedés liteme is visszaesik. A novekedési iitem
csokkenése maga is okozhatja ezt a szénhidrat metabolit feldasulast, ami a tovabbi szaraz

1d6szak soréan raktarként is funkcionalhat (Yamaguchi Shinozaki és mtsai., 2017).
2.2 Halofitak (sotiiré novények) jellemzése, jelentoségiik

A halofitdk jellemzden a magas sétartalmi talajokon €16 novények és képesek megélni
extrém koriilmények mellett is. A tudoméanyos irodalomban tobb modon is csoportositottak
Oket, ezek kozil az egyik Grigore és Toma nevéhez fiizédik, akik megkiilonboztetnek extrém
¢s mezo halofitdkat (Mishra és Tanna, 2017). Az extrém halofita csoportba tartozéd fajok
egyedei kivaloan alkalmazkodtak és kizarolag sos kornyezetben élnek, de képesek tulélni
akkor is ha a kornyezetiikben idélegesen alacsonyabb sé koncentracio alakul ki. Ebbe a
csoportba tartoznak a Chenopodiaceae (az Amaranthaceae is) csalad fajai és a szukkulens
novények (Salicornia, Suaeda, Halimione, Petrosimonia) (Mishra és Tanna, 2017). A mezo
halofitdk nem elsésorban a sos éldhelyeket kedvelik de ha sziikséges képesek ott is megélni,
ide tartoznak a Atriplex, Bassia ¢s Camphorosma fajok egyedei. Flowers €s munkatarsai az
alapjan csoportositottdk a halofita fajokat, hogy képesek-e 200mM sdkoncentracio felett

befejezni az életciklusukat (Flowers és Colmer 2008). Tovabbi javaslatok a csoportositas
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alapjara a fajok természetes él6helyei vagy a hajtas kémiai Osszetétele illetve, hogy a

ndvények, hogyan valasztjak ki a szamukra karos ionokat. (Flowers és Colmer 2008).

crer

tolerancia kialakitdsanal harom mechanizmust kiildnboztetiink meg, (1) a Na*, K™ és a CI’
ionok szabalyozott felvételét, (2) a kompartmentalizaciot és (3) a felvett s6 ionok hatékony
kivalasztasat (Flowers és mtsai., 2008). A kivalasztast igen sokrétiien oldjak meg a ndvények,
a gyokéren vagy a hajtason keresztiil. Eléfordul, hogy a kivalasztott magas sotartalmti oldat
kikristalyosodik a novény felszinén. Az elkeriilési folyamatok soran a felvett
folyadékmennyiség €s s6 minimalizalasaval (szukkulencia), az arnyékoléssal (a névény a
felvett sot az iddsebb, arnyékolt levelekben halmozza fel) és a s6 kivalasztasaval igyekszik a
novény elkeriilni a s6 bejutasat illetve felhalmozodasat (Flowers és Colmer 2008, Mishra és

Tanna, 2017).

A halofitdkban meglévd elonyds tulajdonsagok kutatasat neheziti az a tény, hogy nincs
altalanosan hasznalt halofita modell ndvény faj. Az Eutrema salsugineum és a E. parvula az
Arabidopsis igen kozeli rokonai, melyek talan a legalkalmasabbak erre a célra. Az
Arabidopsis egy glikofita, vagyis nem sotiird novény, amirdl elmondhatd, hogy 100mM NaCl
koncentracid6 mellett mar nem képes befejezni az életciklusat, mig az Eutrema fajok
novekedésére ez a NaCl koncentracio nincs hatassal (Flowers és Colmer., 2008). Az Eutrema,
mint modell névény, tobb eldnyds tulajdonsaggal is rendelkezik. Ma mar elérhetd olyan EMS
mutans, amely rovid életciklusi, nem igényel vernalizaciot a viragzas indukciohoz,
megrendelhetdek kiilonbozd inszercidos mutdnsok, EST klonok és teljes hosszasagi ¢cDNS
konyvtar is. A E. parvula és E. salsugineum teljes genomja ismert és hozzaférheté. A
viragszerkezetiik szintén hasonlé az Arabidopsis-hoz ezért konnyen transzformalhatdak

Agrobacterium medialt, virdg bemeritéses modszerrel (thellungiella.org).

A Na' kivélasztasa, kompartmentalizicidja a vakuolumokba és a felvétel
megakadalyozasa a sejtek szintjén a legfontosabb eszkodzei a novényeknek (Kronzucker és
Britto, 2011). A glikofitakbdl szarmazo6 transzporterek (NHX, SOS1, HKT) taltermelése,
konstitutiv promoterrel 150-250 mM koncentracidig biztositotta a sotoleranciat gazdasagi
novényekben, mig a halofitdkbol szarmazé homoldgokkal a tolerancia kiisz6b 400mM
sokoncentraciora emelkedett (Kronzucker és Britto, 2011). Példa erre az NHX1 vakuolaris
Na'/H" antiporter gén. Az Artiplex gmelini-b8l szarmazé AgNHXI1 75%-0s szekvencia

homologiat mutatott az Arabidopsis AtNHX1-el és magasabb s6 koncentracié mellett is (3-
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400mM) toleranciat biztositott a rizs ndovények szamara (Ohta ¢s mtsa., 2002). Egyes gének
fajonként eltéré kifejezodési szintjei is eredményezhetnek toleranciat. Erre példak az
antiporter SOS1, NHX1 és HKT1 gének, melyek Eutrema-ban a rizshez képest magasabb

szinten expresszalddnak (Taji és mtsai., 2010). Hasonlo eltéréseket tapasztaltak

Az AISAP (Aeluropus littoralis stress-associated protein) stressz asszocialt fehérje
tultermeltetése dohanyban, buzaban és rizsben is novelte a sotlirést €s a kutatok bizonyitottak,
hogy a gén kiilonboz6 abiotikus stresszre indukalodik még rizs homologja az OsSAPY csak

alacsony és magas hdmérsékletre (Ben-Saad és mtsai., 2015).

Az eddig elért kutatasi eredmények alapjan a halofitdk megfelelé génforrasokként
szolgalhatnak a gazdasagilag fontos novényfajok stressztiirésének javitasaban (Mishra és

Tanna, 2017).
2.3 Géntranszfer példak, sziirési rendszerek

A stressztlirésben szerepet jatsz6 ma ismert gének tobbségét genetikai szlirések
sorozataval —azonositottdk. A kisérletekben haszndlt novényfajok tobbnyire a
laboratoriumokban hasznalt modell ndvények voltak (Arabidopsis, rizs, dohany), de az igy
kapott eredmények mas, gazdasagilag jelents haszonnovény szempontjabdl is eldremutato és

hasznosithat6 adatokkal szolgaltak.

A genetikai analizishez sziikséges genetikai varidbilitdst a természetes sokféleség
mellett mesterségesen, kiilonb6zd mutagenizalasi eljarasokkal lehet elérni. Az eldallitott
mutans novényeket fizikai behatassal (gamma-sugarzas), kémiai kezeléssel (pl. etil-metil-
szulfonat, EMS), T-DNS vagy mas inszerciés mutagenezissel hoztak létre. Ezeknek a
mutagenezis kisérleteknek koszonhetéen szamos olyan mutans ndvényt azonositottak,
amelyek segitettek megismerniink tobbek kozott a stressztolerancia kialakuldsdban szerepet

jatszo gének szerepét és hatasmechanizmusat is (Weigel és Glazebrook, 2002).

A SOS mutans (sosl, sos2, sos3) novényeket EMS kezeléssel allitottak eld, amely az
egyik legelterjedtebb mutans eldallitd modszer. A sziirést a sokezelés hatasara fokozottan
csokkent gyokérnovekedést mutatdé novényekre végezték (Liu és mitsa., 2000). A SOS
fehérjék altal alkotott jelatviteli utat, amely a K'/Na" homeosztazis fenntartdja a sejtekben

mint a sotolerancia 6 szabalyozojat irtak le (Matrinez-Atienza és mtsai., 2007).
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Az inszerciés mutagenezis szintén elterjedt €s nagyszamu mutans novény eldallitasara
alkalmas modszer. A modszer elénye, hogy a beépiilési helyet PCR alapu technikaval
pontosan azonositani lehet. Az inszert lehet egy transzpozon (kukorica Ds/As transzpozon)
vagy az Agrobacterium tumefaciens transzfer DNS-e (T-DNS) (Koncz és mtsai., 1992).
Ezeknek a T-DNS-eknek a hossza tobb ezer bazispar és segitségiikkel féleg Arabidopsis és
rizs novényekbdl allitottdk eld mutans vonalak ezreit. Egy 250 ezer fliggetlen inszercios
vonalbol allo gylijteménybdl kdzel 200 olyan gént azonositottak, melyek ozmotikus vagy
sostresszhez kapcsolodo fenotipusos eltérést mutattak (Koiwa és mtsai., 2006). A T-DNS-el
létrehozott mutansok tobbsége funkcidvesztéses mutans, de funkcié-nyeréses mutansok is
eléallithatoak. Ha a T-DNS promotert vagy enhancer elemet tartalmaz, ezt nevezziik
aktivacios taggingnek, melynek hatasara a beépiilési hely kozelében talalhatd gének
kifejezddési szintje megemelkedik, és ez okoz fenotipusos eltéréseket (Weigel és mitsai.,
2000). A T-DNS beépiilése a genomba nem specifikus és majdnem teljesen véletlenszerti
(Szabados és mtsai., 2000). A legijabb CRISR/Cas9 genom szerkesztési eljaras mar célzott

genom modositast tesz lehetdvé (Belhaj és mtsai., 2015).

Az irodalomban a fajok kozotti génatvitelre is talalunk példat. Hirotaka és munkatarsai
2015-ben Eutrema salsugineum-ban olyan teljes hosszusagii cDNS-eket kerestek amelyek az
Eutrema-ban stressz hatasara indukalodnak vagy kontroll koriilmények kozott is magasabb
szinten fejezédnek ki, mint az Arabidopsis-ban. igy azonositottak a CSP41b-t gént, amely egy
kloroplasztban lokalizalodo RNS kot fehérjét kodol és Arabidopsis-ban hianya kisebb,
halvanyzold rozetta fenotipust eredményez. A mutdns ndvények kloroplasztjai alaki
eltéréseket mutatnak és a fotoszintézis hatékonysaga is csokken. Mind az Arabidopsis mind az
Eutrema CSP41b taltermelése ndvelte a novények hd és sétolerancidjat (Hirotaka és mitsai.,
2015). Wang és munkatarsai, 2010-ben ismertett kutatasukban, Eutrema binaris, bakterialis,
mesterséges Eutrema kromoszéma konyvtar klonokkal transzformaltak —Arabidopsis
novényeket és keresték a sotiird egyedeket. Atlagosan 200 vonalbol azonositottak egy
megemelkedett sotlirést mutatd novényt. A toleranciaért felelds 10kuszt nem hataroztdk meg
pontosan, de beazonositottak a inszertet €s igazoltdk,hogy az Eutrema genom szakasz all a

tolerancia hatterében (Wang és mtsai., 2010).
2.4 Fotoszintetikus paramétereken alapul6 sziirési rendszerek

A klorofill a fluoreszcencia ugyan csak 2-4 szazaléka a novény altal visszavert

sugarzasnak, de fontos informaciot hordoz a fotoszintetikus apparatus, kiilondsen a kettes
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fotokémiai rendszer miitkodésérdl (Baker, 2008). Jol hasznalhatdo paraméterré teszi az, hogy
mértéke megvaltozik mind biotikus, mind abiotikus stressz hatasara. A klorofill a mellett a
levél szdmos mas komponense is képes fluoreszcens jelet kibocsjtani (ferulasav és mas
fenolos vegyliletek, NADP(H), flavonoidok). Ezek egy része a felsé epidermisz sejtekben is
eléfordul, de emisszids mintazatuk elkiilonitheté a klorofill a-tol (Mishra és mtsai., 2016). A
klorofill fluoreszcencia (ChlF) maximuma ~685 nm-nél van (vords tartomany) és emellett
mérhetd egy tavoli vordés komponens is, 730 és 740nm kozott (Lichtenthaler és mtsai., 2005).
A voros és tavoli vorés hullamhosszon mért sugarzas hanyadosa (Fegs/Fr3s) csokken a
klorofill tartalom emelkedésével, mert a vOrds sugarzast reabszorbedlja a klorofill, mig a
tavoli voroset nem. A klorofill a fluoreszcencia idében dinamikusan valtozik €s igy lehetéveé
valik kiilonb6zé molekularis mechanizmusok vizsgalata (Ruban, 2016). Szamos kozepes
ateresztd képességli rendszer all mar a kutatok rendelkezésére, amely képes monitorozni a
novények ChlF értékeit. A PSII maximalis hatasfoka az egyik legszélesebb korben vizsgalt
paraméter, amelyet a valtozo és a maximalis fluoreszcencia értékek hanyadosaként (Fv/Fm)
adnak meg (Lichtenthaler és mtsai., 2005). Ez a paraméter megmutatja, hogy a PSII altal
megkotott fényenergia milyen maximalis hatékonysaggal képes redukalni a plasztokinon a-t
(Qa), az elektron transzportlanc elsé tagjat (Baker, 2008). Tovabbi fluorszcenciabol szamolt
paraméterek is vannak, melyek sokkal érzékenyebben kovetik a novény fiziologia allapotat.
Ezek kozil a nem fotokémiai kioltast (NPQ-non-photochemical quenching) Kkell
megemliteniink, melyet az (Fm-Fm’)/Fm’ képlettel szamitunk ki, ahol az Fm’ a fényadaptalt
maximalis fluoreszcencia. Az NPQ a ciklikus elektron transzport folyamatokat jellemz6 érték.
F6 komponense a hd kibocsijtas, amely révén a ndévény igyekszik kioltani a PSII altal
megkotott, de a lineéris elektron transzportban nem hasznosuld tobblet energiat. Tovabbi
OsszetevOi a zeaxantin-violoxantin pigment aranyok valtozésa, a fotoszintetikus membranok
két oldalanak pH kiilonbségeinek alakulasa és ezen keresztiil az ATP szintézis. Altalanosan
hasznalt paraméter a PSII fotokémiajanak relativ hatasfoka (®pgy) iS, melyet a Genty és
munkatarsai altal 1998-ban meghatarozott képlettel lehet szamolni: (Fm'-F)/Fm’, ahol az F a
mérés soran alkalmazott telitési fényimpulzus alatt mért fluorszcencia értékek atlaga (Genty
és mtsai., 1998). Ezzel a paraméterrel a PSII altal megkotott fényenergidnak a maximalis
hatasfokat tudjuk megadni a Qa redukcigjaban, adott fényintenzitason (Baker, 2008). Az F
érték vagy mas néven az egyensulyi allapotban mért fluoreszcencia szintén igen érzékeny
2012). Meg kell emliteni tovabba a klorofill a fluoreszcencia korai, gyors, tranziens

valtozésainak kovetését (OJIP gorbék felvétele) amik a PSII fotokémiai rendszer
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hatékonysaganak monitorozasat teszik lehetOvé a stresszkezelések sordn. A svajci Reto
Strasser és munkatdrsai dolgoztdk ki az elméleti hatterét és alkalmazési lehetOségeit a JIP
tesztnek a novény fiziologiaban (Mishra és mtsai., 2012). Az OJIP gorbék értékei alapjan
szamos index és paraméter szamithatd, melyek informéciot adnak a PSII elektron akceptor
molekuldinak redukcids dinamikajardl és az elektron transzport lanc redukaltsagi allapotarol

is (Marques da Silva, 2016). A WALZ fluoriméter (http://www.walz.com) a pulzus amplitado

modulalt (PAM) fluoreszcenciat méri, és lehetové teszi az effektiv és a potencialis kvantum
hatékonysag, az elektron transzport rata és a nem fotokémiai kioltds mérését a kettes
fotokémiai rendszer esetében, de nem képes OJIP gorbék felvételére. A kép alapt PAM mérés
(imaging PAM) lehet6vé teszi a sejtek szintjétdl (mikroszkop PAM) egészen a teljes
novényekig az egyideji mérést, tovabba szabadfoldi korilmények kozott egész
novénypopuldciok is monitorozhatéoak. A hagyomanyos €s a kép alapu mérési mddszerek
mas eljardssal érzékelik a fluoreszcens jelet (fotodidda vs. CCD), ezért a kapott értékek
Osszevetésénél ezt figyelembe kell venni. A kép alapi mérés mindazonaltal olyan hatékony
eljaras, amely félautomata mérési rendszerekben is hasznalhat6 és megnyitotta a lehetdségét a
nagy atereszté képességli novénymonitorozo és szliré rendszerek kiépitésének (Marques da
Silva, 2016). Ezeket a rendszereket tobb cég is kidolgozta és forgalmazza, tobbek kozott a PSI

(Csehorszag, Brno, http://plantphenotyping.com ) és a Lemnatech (Németorszag, Aachen,

http://www.lemnatec.com/ ).

A LIF (laser-induced fluorescence) vagy lézer indukalt fluoreszcencia mérési modszer
a szabadfoldi méréseknél alkalmazhato, akar dronokrdl vagy repiildgépekrdl is mérhetd vele
nagy kiterjedésti novényfeliilet. Hasznalataval megbecsiilheté az anyagcsere alakulasa egy
adott idOperiddus alatt. A technika alkalmazisaval megkiilonboztethetjiik a novényfajokat
egymastol, detektalhatjuk a kalcium hidnyt, a gomba ¢és bakteridlis fertdzéseket, a
vizellatottsag mértékét, a fényviszonyok alakuldsat, a 1égszennyezés hatasait €s a ndvények
ammonium nitrat és nikkel ellatottsagat (Marques da Silva, 2016). Az 1. tablazatban a
kiilonbozé mérési modszerek Osszehasonlitasa és az elérhetd platformok lathatoak Marques
da Silva, 2016 nyoman. tovabbi informacié az IPPN (International Plant Phenotyping
Network) oldalan https://www.plant-phenotyping.org/ talalhato.
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1. Tabldzat Fotoszintetikus paramétereken alapuld sziirési rendszerek (Marques da Silva,

2016)

Technolégia Lehetdségek Hatranyok Felhasznal¢ altal Cég altal
fejlesztett fejlesztett
platform platform

JIP teszt -nagyon gyors | -sotétadaptacio IPK* (Lemna Tech | Lemna Tech
technika, sziikséges, modul)

-jol kidolgozott | -a  detektort a
modszer, névényre kell
-alacsony atereszt6 | helyezni,
képességii  fenotipi-

zalashoz.

LIF -kozép hato- | -a kapott | JPPC** Nincs.
tavolsagh tavira- | fluoreszcens spek-
nyithaté szenzor, trum kevésbé
-szabadf6ldi méré- | informativ, mint a
sekre alkalmas, variabilis flouresz.,

-a kvantumhaté- | -kevésbé  hasznalt
konysdg szamolhatd | modellndvények
vele. esetében.

Hagyomanyos -nagyon informativ, | -a legtdbb protokoll | Nincs. PlantScreen

PAM -fiziologiai értel- | sotét adaptaciot (Photon System
mezés jol kidolgo- | igényel, Instrument)
zott. -sziik atereszto

képesség.

Imaging PAM -egy autotrof | -a legtobb protokoll | JPPC PlantScreen
feliileten a | sotét adaptaciot | M3p*** (Photon System
heterogenitast igényel, MTA SZBK, | Instrument)
mérhetjiik, -draga és érzékeny | Szeged
-ismételhetd, nagy | detektor.
ateresztOképességii
rendszerekbe
integralhato.

*IPK- Leibniz Institute of Plant Genetics and Crop Plant Research

** JPPC- Jiilich Plant Phenotyping Centre

*** M3P- INRA—Montpellier Plant Phenotyping Platforms (PHENOPSIS)
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3. CELKITUZESEK

Munkank célja az volt, hogy egy stressztiird novényfajbol olyan géneket vigyiink at
egy stresszérzékeny fajba, amelyek novelik annak kiillonbozo stresszkezelésekkel szembeni
toleranciajat. Az Arabidopsis thaliana glikofita, azaz s6érzékeny faj és széles korben elterjedt
modell organizmusa a ndvénybiologiai kutatasoknak, jol jellemzett genetikaval, ezért ezt a
fajt valasztottuk célnovénynek. Stressztiird fajként génforrasnak a régionkban is Oshonos
halofitat, a Lepidium crassifolium-ot, sziki zsazsat valasztottuk. Keresztes viragiként a
ludfiivel rokon faj, és az extrém magas sotartalmu szikes talajokon is jol érzi magat.

Megvalo6sitando feladataink voltak:

-Olyan szabalyozhaté6 modon miikk6dé random Lepidium ¢cDNS koényvtar elkészitése

amely alkalmas, a gének atvitelére és kifejeztetésére Arabidopsis-ban.

-Az ozmotikus, ionikus és oxidativ stressztolerancia meérésére alkalmas, rozetta
novekedésen és fotoszintetikus paramétereken alapuld, Petri csészés szlirési rendszer

kidolgozasa.

-A magasabb stressztiird képességgel rendelkez6 novényekben kifejez6dé Lepidium

gének azonositdsa, izolalasa.

-A kivalasztott Lepidium gének klonozasa, a stressztiirést javitdo tulajdonsagok

igazolasa a fiiggetlen transzgenikus Arabidopsis vonalak segitségével.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK
4.1 Az indukalhaté Lepidium ¢cDNS konyvtar készitése

A cDNS konyvtar készitésekor a laboratoriumunkban mar korabban alkalmazott modszert
kovettiikk (Papdi és mtsai., 2008, Rigd és mtsai., 2012). Az 6sszRNS tisztitashoz Petri-
csészében és iiveghazban nétt Lepidium crassifolium novények leveleit és gyokereit
gyljtottik be. A Petri-csészében nétt novényeket 200mM NaCl-al kezeltiik 30 percig, 5 vagy
72 o6raig. A novények egy részét nyitott csészében a laborasztalon hagytuk szdradni 3 6ran
keresztlil majd az osszegyljtést kovetden folyékony nitrogén segitségével lefagyasztottuk. A
6 hetes liveghazban nevelt novényeket kezelésenként 250mM NaCl-al 6ntoztik vagy 10
illetve 20 nap vizmegvonast alkalmaztunk stresszkezelésként. A gyokér €s levélmintakbol az
0sszZRNS-t kiilon tisztitottuk RNeasy kittel (Qiagen, Valencia, CA, USA). A kapott RNS
oldatokat 100ug/ul-es koncentraciora higitottuk és mindegyik mintabol 1ul-t azaz 100pug-ot
pipettaztunk 0ssze egy Eppendorf csdbe. Egy ¢éjszakan at liofilizaltuk az igy kapott oldatot,

majd masnap 1 ml vizben feloldottuk és mRNS tisztitottunk beldle.

A cDNS atirasat SuperScript Full Length cDNA Library Construction kittel (Invitrogen,
Cat.N0.:A11406, Carlsbad, CA, USA) végeztiik, amely a Gateway klonozasi rendszert
alkalmazza. A elsédleges konyvtar a pDONR222 vektorban késziilt el és 1,7x10° egyedi
telepet kaptunk. A kovetkezé 1épésben a ¢cDNS klonokat a pTCES vektorba épitettiik be
Gateway LR klonaz reakcioval. A pTCES vektort (Fiiggelék 1. abra) mi allitottuk el6
specidlisan ehhez a projekthez. A céljainknak megfeleld vektort pGSC1700 alapti binaris
vektorbol allitottuk eld (Cornelissen és Vandewiele, 1989). A vektor novényi szelekcios
markere a bar gén, amely lehetdvé teszi a gyorsabb, egyszeriibb novény szelektalast és
emellet tartalmaz egy a csoportunkban korabban mar alkalmazott Osztradiol indukcios
rendszert is (XVE, optimalizalt kodonokkal). A kialakitott plazmid vector egy transzkripcios
aktivator kimérat tartalmaz, az XVE-t, amely tartalmazza a LexA bakterialis represszor DNS
koté doménjét (X), a VP16 transzaktivacios domént (V) és a human Osztrogén receptor
¢s mtasi., 2000), a kifejez6dését a mi modositott rendszeriinkben a P35S2 Cab22L konstitutiv

promoter szabalyozza.

A DNS plazmid preparatumot a kapott 1,3x10° koloniabol tisztitottuk majd elektroporacioval
a GV3101/pMP90 Agrobacterium torzsbe transzformaltuk (Koncz és mtsai., 1994). A

transzformalas utan 1,7x10° koloniat kaptunk. A sejteket 30% glicerint tartalmazo6 folyékony
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YEB taptalajba mostuk 6ssze, majd alapos keverés utan, 2 ml-enként szétmérve, folyékony

nitrogénben taroltuk. A fagyasztas utan -80°C-on taroltuk a szuszpenzidkat az infiltracioig.

4.2 Arabidopsis thaliana novények transzformalasa

A Lepidium c¢cDNS konyvtarat, illetve az egyedi génkonstrukcidokat vad tipusu, Columbia-0
okotipusu Arabidopsis thaliana novényekbe infiltraltuk (Clought és Bent 1998, Rigd és
mtsai., 2012). Alkalmanként 100-150 cserép, viragzoé novényt martottunk be Osszesen 6-8
korben. A kezeléseket novényenként kétszer végeztik el 7-10 napos kiilonbséggel. A
bemeritéseket kovetden a ndvényeket tovabb neveltiik a maghozasig. A begyljtott ¢és
kitisztitott magokat szaporit6é ladaba vetettiik (Terracult palantazo foldkeverékbe) €s csirazas
utan 10 nappal elkezdtiik a gyomirtoszeres valogatast (Finale 14SL (Bayer CropScience)
gyomirtoszer, amely 300mg/L glufozinat-ammoniumot tartalmaz). 3 alkalommal, 3-4 naponta
permeteztiik a novényeket mig a gyomirtorezisztens névények egyértelmiien elkiilonithetdek
voltak az érzékenyektdl. 1 ml begyiljtott magbol 100-120 transzformans ndvényt
szelektaltunk ki. A rezisztens novényeket cserepekbe iiltettiik 4t s a magok beéréséig tovabb
neveltiik. A magok begytjtésekor 5 ndvény magjat dsszekevertiik és egyiitt kezeltiik. Utobb a

szlirések soran az 5-0s keverékekbdl 25-6s magkeverékeket készitettiink.

4.3 Genetikai sziirés

crer

Y5 MS taptalajon csiraztattuk (0,8% agar és 0,5% szachardz tartalommal) (Koncz és
mtsai.,1994), amely a génexpresszio indukalasahoz SuM B-6sztradiolt (Sigma Aldrich E2758)
is tartalmazott. A stressztoleranciara torténd sziiréshez a taptalaj paraquatot (0,2 uM) (Sigma
Aldrich 856177), szorbitolt (200mM) vagy natrium kloridot (150mM) is tartalmazott. A
magok csirazasi képességét 2 MS taptalajon ellendriztiik. A lemezeket a szlirés soran
novényneveld kamraban tartottuk, ellendrzott koriilmények kozott. A hdmérséklet 22 °C, a
fényintenzitas 200uE, a nappalhossz 12 ora, a paratartalom 50% volt. A ndvények
toleranciajat a kisérletek soran a 3. héten vizsgaltuk. Az intenzivebb ndvekedésii, nagyobb
méretli novényeket /2 MS taptalajra raktuk at és a gyokérzetilk megerdsodése utan viragfoldbe

iiltettiik és tiveghazban tovabb neveltiik a magok beéréséig.

A fotoszintetikus paramétereken alapuld sziirésnél nylon membrannal (Sefar mesh 07-20/13)

boritott /2 MS téptalajon nevelt 7 napos novényekbdl indultunk ki. Els6é 1épésként 5 uM [3-
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Osztradiolt és 0,01%Silwet L-77-et tartalmaz6 oldattal permeteztiink, majd 2 nappal késobb a
membrannal egyiitt athelyeztik a novényeket szachar6zt nem tartalmazd, magas
ozmozisnyomadsu taptalajra, amely 600mM szorbitolt és 5 uM B-Osztradiolt tartalmazott. A
klorofill fluoreszcencia méréseket 48 ora elteltével végeztik Imaging-PAM (Heinz Walz
GmbH, Effeltrich, Németorszadg) miiszer maxi mérofejének hasznalataval. A mérés elott 30
percig sotétben tartottuk a novényeket. A mérés soran a kovetkezd beallitdsokat alkalmaztuk:
az aktinikus fény intenzitasa 145 pE és a szaturacios pulzus intenzitasa 3000 pE volt. A
tolerans novényeket a PSII maximalis fotokémiai hatékonysaga (Fv/Fm = (Fm-F0) / Fm) és a
fényadaptalt (145 uE) fotokémiai hatékonysag Y (I1)= (Fm’ -F) / Fm’) alapjan valasztottuk Ki
(Genty ¢és mtsai., 1998), viszonyitasi alapnak vad tipusu Col-0 novényeket hasznaltunk. Az
eltér6 Fv/Fm vagy Y(II) értéket mutatd ndvényeket ozmotikum mentes 2 MS taptalajra

helyeztiik at, majd iiveghazban tovabb nevelve begylijtottiik a magjaikat.
4.4 Az inszertek azonositasa és plazmid konstrukciok elkészitése

A genomi DNS-t a transzgénikus novényekbdl Aquagenomic

(http://www.aquaplasmid.com/AquaGenomic.html) kittel tisztitottuk. A cDNS inszerteket

PCR technikaval, Phusion High Fidelity polimerdz enzimmel (Thermo Fischer Scientific,
Waltham, MA, USA) szaporitottuk fel, a pTCRE8AS5’, pTCLEXA3’ és a p35S vektor

specifikus primerek hasznalataval (Fliggelék 1. tdblazat).

A PCR termékeket 0,8%-0s agardz gélen méret szerint elvalasztottuk, majd GeneJET™
(K0691 gélextrakcios kittel (Thermo Scientific) tisztitottuk ki. A fragmentumok DNS
szekvenciajat p35S2 primerrel (Papdi és mtsai., 2008) (Fiiggelék 1. tablazat) hataroztattuk
meg, mert a cDNS beépiilési hely eldtt talalhatd kodzvetleniil egy minimal 35S promoter
szakasz, és az erre kitapadd primerrel hosszabb DNS szakaszt tudtunk szekvenaltatni, mint
egy tavolabb kitapadd primerrel. A kapott szekvencidk azonositasahoz az NCBI Blast
szekvenciahomologia kereso szolgaltatasat hivtuk segitségiil

(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). A szekvencia parositasokat pedig a Clustal Omega

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) weboldallal készitettilkk el. Az izolalt DNS

fragmentumokat pDONR222 vektorba épitettiik be Gateway BP Clonase Il enzimmel (Life
Technologies, Rockvillee MD,USA) majd ellendriztik a bazissorrend helyességét. A
kovetkezd 1épésben az inszerteket pTCO272RD29 vagy pTCO27235S binaris vektorokba
helyeztik at (Fliggelék 4. abra). Ennél a folyamatnal Gateway LR Clonase (Life
Technologies) enzimet hasznaltunk. A pTCO272RD29 vagy pTC0O27235S vektorok alapja a
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pK7WG@G?2 binaris plazmid volt (Karimi és mtsai., 2002). A pK7WG?2 binaris plazmidbol a 35S
promotert a ccdB génnel egyiitt kivagtuk és ezt klonoztuk at a pTCO272-es vektorba. Ez a
konstrukcio adta az RD29-es prométert tartalmazod génkonstrukcio alapjat is. Ebben az
esetben a 35S promoter Ki lett cserélve az RD29 promoterre , amelyet a Bayer CropSciencet6l
kaptunk. A beépiilt fragmentumok DNS bazissorendjét a RD29B5’, illetve pTCO35SNEWS5’

primerek felhasznalasaval hataroztuk meg (Filiggelék 1. tablazat)

4.5 A rozetta méretek meghatarozasa PlantSize szoftverrel

A novekedési litem vizsgalatokat a Genetikai sziirés fejezetben ismertetett modon és
koriilmények kozott harom hetes ciklusokban végeztik. A ndvények taptalajat 100mM,
125mM vagy 150mM natrium kloriddal, 200mM szorbitollal vagy 0,2uM paraquattal
egészitettiik ki. A 3 hét alatt 3-4 naponta transzilluminatoron, alulrél megvilagitva, mindig
ugyanolyan bedllitdsokat hasznélva, fényképeket készitettiink a ndvényekrdl. A ndvények
rozetta méretét és novekedési iitemét az altalunk fejlesztett PlantSize szoftverrel is mértiik
(Farago és mtsai., 2018). Ehhez a ndvényeket a fent leirt modon szogletes Petri csészében
4x4-es vagy 4x5-6s matrix elrendezésben neveltiik. A szines felvételeket szigoruan egységes
koriilmények kozott digitalis kameraval készitettik A PlantSize szoftver hasznalatahoz
sziikséges rendszerkovetelmények: 4 GB RAM (ajanlott), Windows 64 bit (Windows7 vagy
Windows10), képerny6 felbontas 1920x1080 pixel, a MATLAB Runtime R2016b verzidja,

amely  letolthet6 az  http://www.mathworks.com/products/compiler/mcr/index.html

oldalrél. Online segitség elérhet6: http://www.mathworks.com/help. A PlantSize program a

http://www.brc.hu/pub/psize/index.html linkrdl tolthetd le.

A PlantSize a kapott numerikus értékeket Excel formatumba exportdlja, ahol a tovabbi

szamitasok elvégezhetdek.
4.5.1 Uveghazi novények nevelése, stresszkezelése, jellemzése

Uveghazban nevelt novények sé vagy ozmotikus stressztiiré képességének mérésekor 6 db
egyedi novényt neveltiink 1 milanyag neveld edényben, ebbdl 2 db vad tipusu, 4 pedig
génmodositott volt. A kiilonb6zd genotipustt vonalak elhelyezkedését a talcan beliil mindig
valtoztattuk. Kezelésenként egy vonalbol minimum 20 egyed stressztiirését vizsgaltuk. 4 hetes
korukban kezdtiik a stresszkezeléseket a novények ontdozdévize 250mM NaCl-ot vagy 10%
6000-es polietilén glikolt (KAT-CHEM Kft) tartalmazott, kiegészitve 1g/1 Volldiinger Linz
komplex mitragyaval (Kwizda, Kwizda Agro Hungary Kft.), hogy a tdpanyaghianybdl eredd
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hatasokat kikiiszoboljiik. A kezeletlen és a paraquattal kezelt novényeket az 1g/l-es
csapvizben feloldott mitragyaval Ontdztik. A paraquatot 20puM-os koncentracidban
alkalmaztuk, csapvizben feloldva és kiegészitésként 0,01%Silwet L.-77 detergenst hasznalva,
igy biztositva a szer jobb megtapadéasat a levélfeliileten. A novényeket hetente egyszer

permeteztik.
4.6 Prolin tartalom meghatirozasa

100mg novényi anyagot folyékony nitrogénbe gyijtottiink és 10ul/mg friss tomegnyi 20%-0s
etanolban eldorzsoltiik. A mintakat szobahémérsékleten 5 percig maximalis sebességgel
centrifugaltuk, majd a feliiluszot atszedtiik Gj csdvekbe. A prolin meghatarozashoz izatint
(1H-indole-2,3-dione) hasznaltunk (Abrahdm és mtsai., 2010). Kozvetleniil a kisérlet el6tt 1g
izatint ¢és 2,5 ml ecetsavat tartalmazo metanolban Whatman papirt aztattunk, majd levegén
szaritottuk 1 orat. Az igy elkésziilt teszt papirra mintdnként 10 pl-t cseppentettiink ki az
etanolos kivonatokbdl és 30 percig hagytuk szaradni, majd 90° C-on inkubéltuk a papirt 20

crer

etanolban oldva. A kapott kék szinreakcidbol kovetkeztettiink a mintak prolin tartalmara.

4.7 Génkifejezddési szintek vizsgalata

Az izolalt ¢cDNS-eket RD29A vagy CaMV35S promoterekkel fejezettiik ki Arabidopsis
thalliana novényekben. Az RD29A promoter kiszaradasra, sora, hidegre és abszcizin savra
indukalodik a szekvencidn taldlhatdé két ABRE (ABA responsive element) elemnek
koszonhetden. Az altalunk hasznalt promoter fragmentum az RD29A (At5g52310) gén start
kodonja eldtti 923 nukleotidot tartalmazza. A konstrukciokkal eldallitott transzgenikus
novényekben Northern blot analizissel megvizsgaltuk a génkifejezodési szinteket. Az Gssz-
RNS-t RNeasy Plant Mini kittel (Qiagen) izolaltuk. A Northern blot hibridizalashoz minden
mintabol 20ug-RNSt valasztottunk el formaldehides 1%-os agardéz gélen, majd nylon
hibridizal6 membranra (Amersham, Hybond) vittiik at az RNS-eket. Az eljaras soran
Sambrook és munkatarsai (2001) modszerét kovettiik. Radioaktiv a-dCTP-vel jelolt probanak
cDNS fragmentumot hasznaltunk amit DecalLabel DNA Labeling kittel (Thermo Scientific)

jeloltiink meg, a gyartd utasitasait kovetve.

4.8 TAIL PCR technika ismertetése
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A beépiilt T-DNS-ek helyét TAIL PCR-al (Thermal asymmetric interlaced polymerase chain
reaction) hataroztuk meg (Singer és Burke, 2003). A kapott szekvenciak beazonositasahoz az
NCBI Blast szekvencia homologia keresd szolgaltatasat hasznaltuk

(http://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi), igy hataroztuk meg a T-DNS feltételezhetd

beépiilésének helyét.
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5. EREDMENYEK
5.1 Stressztolerancia alapu sziirési rendszer kidolgozasa és hasznalata
Ahhoz, hogy megtalaljuk azokat a L. crassifolium géneket, amelyek stressztoleranciat

biztositanak és ez a hatasuk Arabidopsis novényekben is miikodik, egy tobblépcsds sziirési és

ellendrzési folyamatot terveztiink, melyet a 3. dbra szemléltet.

| RNS izolalas s6 és szarazsag kezelt Lepidium crassifolium-bol |

v

| A cDNS konyvtar elkészitése a pTCES binaris vektorban. |

v

Nagy mennyiség(i Arabidopsis névény transzformaéciéja,
A T2-es magokbol 6tosével 6sszekevert magbank létrehozésa.

v

A T2-es novények szlirése ndvekedési vagy fotoszintetikus
paramétereik alapjan, 200mM szorbitolon, 150mM NaCl-on,
vagy 0,2uM paraquaton (+ 8sztradiol).

\

Kivalasztottuk az 6sztradiol fliggd toleranciat mutaté
transzgenikus novényeket (PL sorozat).

v

A kifejez6d6 gének azonositasa. Az cDNS inszertek felszaporitasa,
szekvenaltatasa, szekvencia homoldgiak keresése.

\

Az azonositott cDNS-ek expresszids vektorbaklénozasa
pCaMV35S (S sorozat) vagy RD29A (R sorozat) prométerekkel.

Ellenérzés: .A ,PL”vonalak
tolerancidjanak 6sszehasonlitasa
az ,S” és az ,R"vonalak

* tolerancigjaval.

Arabidopsis transzformacio az elGallitott Lepidium cDNS sorozatokkal.
Az ,S” és az ,R” transzgenikus névényvonalak |étrehozésa .

v

Az ,S” és az ,R” transzgénikus névényvonalak tolerancidjanak
tesztelése s6, ozmotikus és oxidativ stresszre.

3. abra A fajok kozotti géntranszferhez atalakitott COS (Conditional cDNA Overexpression

System) folyamatdabrdja, a cDNS kényvtar készitésétol az ellendrzési lépésig abrazolva.
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A transzformaciés munka eredményeként 40 ezer transzgenikus Arabidopsis noévényt
allitottunk eld, mely koriilbeliil 60 ezer véletlenszertien beépiilt T-DNS-nek, (Szabados és
mtsai., 2002) felel meg. Feltételeztilk, hogy mindegyik beépiilt T-DNS kiilonbozé L.
crassifolium cDNS-t kodolt. A T1-es ndvények magjait 6tosével gyljtottik be és 5 db 5-6s
magkeverékbol készitettiink egy-egy 25-0s magkeveréket. Ezeket vetettlik ki a szirésekhez,
elotte pedig csirazasi tesztet végeztiink (4. abra), igazolandd, hogy a magok csirazasi

képességében nincs jelentdsebb eltérés.

Kontroll Osztradiol
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4. abra A Col-0 vad tipusu és COS transzformdlt Arabidopsis magok (pCOS) csirdzdsa. A) 5
napos, vad tipusu és transzgenikus Arabidopsis_csirandvenyek kontroll (1/2MS) és dsztradiolt (1/2MS
+5uM) tartalmazo lemezeken. B) A magok csirazasi szdzaléka kontroll és dsztradiol tartalmu

lemezeken. A diagramon az egyes mérési pontoknal az dtlagtol valo eltéréseket jeloltiik.

A szlirés sordn kozel 100 magot csirdztattunk egy-egy 13 cm atméréji Petri csészében
amelyek a sostresszhez 150mM NaCl-t, az oxidativ stresszhez 0,2uM paraquatot, az
ozmotikus stressz sziiréshez 200mM szorbitolt tartalmaztak. A taptalaj mindig tartalmazott

S5uM osztradiolt is, ami a XVE rendszer aktivalasahoz sziikséges. A sziirések soran
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alkalmazott stresszkezelésekkel 1040 olyan csiranovényt taldltunk, amely az atlagosnal

nagyobb rozettaméretet, mutatott (5. abra).
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5. dbra A kiilonbozd stresszkezelések mellett nagyobb rozetta méretet mutato névények
kivalasztasa a sziirés soran,. Harom hetes, 1/2MS+5 uM észtradiol tartalmu taptalajon nott novények.
A taptalajok az dbra alatt feltiintetett tovabbi kiegészitéseket is tartalmaztak. A nyilak a nagyobb

méretii novényeket mutatjak.
5.2 A fotoszintetikus paramétereken alapulé sziirési rendszer kidolgozasa

A tolerans novények sziirésére kidolgoztunk egy 10j, nem destruktiv modszert is, amely a
klorofill fluoreszcencia mérésen alapszik ¢és alkalmas Petri csészében nott ndvények
ozmotikus stressztlirésének vizsgalatara. Az Imaging PAM késziilék hasznalataval lathatova
valnak a novény fotoszintetikus paraméterei €s a bekdvetkezd valtozasok idében és térben
kovethet6ek (Oxborough, 2004). Ezt a mérési technikat eddig csak tiveghazi és szabadfoldi
novények mérésére hasznaltak, mi fejlesztettiink ki egy olyan in vitro rendszert, amely nagy
szamu ndvény nem invaziv szlirését tette lehetové, gy, hogy a stresszkezelés utdn a

ndvényeket tovabb is tudtuk nevelni, magfogas céljabol.

A teljes mérési rendszer kidolgozasa soran az alabbi paramétereket vizsgaltuk:
- A novények megteleld korat: 7, 10, 12,18 és 20 napos.

- A taptalaj agar koncentraciojat: 0.5-0,8%.

- Kiilonbo6z6 stresszkezeléseket: paraquat (1-5-10-25uM), szorbitol (100, 200,300, 600mM),
NaCl (100, 125, 150, 200, 250mM) és PEG (15%, 30%).

- A stresszkezelések idGtartamat: 24h, 48h, 3-5 nap.
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- A fotszintetikus paramétereket: Fv/Fm, Y (II), gN, NPQ, Y(NO).

- A fluoreszcencia mérés helyét: sziklevél, rozetta kdzepe vagy teljes novény.

A rendszer kidolgozasa soran a novekedési sziirésb6l kapott PL72NaOl-es, ozmotikus

stresszre tolerans vonalat (6. abra.) ¢és a Eutrema salsugineum-ot hasznaltuk pozitiv

kontrollként a vad tipusu novények mellett (7. abra.).
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6. dbra A PL72Na01-s vonal stressztiirési vizsgalatai. A)A PL72Na01-es vonal 150mM NaCl-t

tartalmazo 1/2MS taptalajon, 21 napos korban nagyobb rozettaval rendelkezik mint a vad tipusu

Columbia névények B) A PL72Na0l-es vonal egyedeinek novekedési rataja 1/2MS kontroll és 5%

PEG6000 kiegészitést tartalmazo taptalajon. C) A PL72Na01-es vonal magasabb Fv/Fm értékeket

mutat 2nap 600mM szorbitol kezelés utan mint a vad tipusu Arabidopsis novények. **-al (p<0,005)

Jjeloltiik ha az eltérések szignifikansak voltak (Student t-teszt).
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1. abra Imaging MAXI PAM kép 10 napos Petri csészében nétt Arabidopsis Col-0 vad tipusii
és Eutrema novényekrél, melyek 2 napos 600mM szorbitol kezelést kaptak. A PSIl maximalis
hatasfoka (Fv/Fm) és a PSII fotokémidajanak relativ hatasfoka (®ps)). ldthato a hamis szines abran. A
novények szinét osszevetve az also skalaval lathato, hogy a Eutrema novények Fv/Fm és ®pg, értékei

magasabbak, mint a Col-0 egyedeké. A névények Fv/Fm és dps) dtlag értékei a tabldzatban lathatdak.

Kisérleteim soran arra kovetkeztetésre jutottam, hogy magas ozmotikus stresszkezelést
alkalmazva (600mM szorbitol) 10 napos novényeken, 0,8%-0s agart tartalmazé cukormentes
1/2MS taptalajon, a teljes ndvényt mérve a klorofill fluoreszcencia kiilonb6z6 paraméterei 2
nap utan mérhet6 és ismételhetd valtozast mutattak a PSII maximalis hatasfokaban (Fv/Fm) és
a PSII fotokémiajanak relativ hatasfokaban (®pg);), amelyet PAM Image vizsgalattal kovetni

tudtunk. A tovabbi kisérleteink sordn ezt a sziirési mddszert alkalmaztuk.

A rendszer masik 1ényeges pontja volt, hogy, hogy az Imaging PAM késziilékben révid idd
alatt nagy szamu, de jol elkiilonithetd és kezelhetd mennyiségli ndvényt tudjunk mérni
egyszerre. A 8-as abran lathato elrendezést alkalmazva Petri csészénként 250-280 ndvényt
mértiink le és minden csészében 5 Col-0 vad tipusu novényt és 5 PL72Na0l novényt is
elhelyeztiink kontrollnak. Petri csészénként egy-egy 5 vonalat tartalmazd, T2-es

magkeveréket csiraztattunk ki.
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8. dbra Imaging MAXI PAM kép 10 napos Petri csészében nétt Arabidopsis novényekral,
melyek 2 napos 600mM szorbitol kezelést kaptak SuM osztradiolos kiegészitéssel. A PSII maximalis
hatasfoka (Fv/Fm) lathaté a hamis szines dabran. Sdarga kerettel jelolve az 5-5 kontroll névény (Col-0,

PL72Na01). A nyil egy hiperszenzitiv névényt jelol melynek Fv/Fm értéke alacsonyabb.

cre

a kiilonboz6 visszaellendrzési kisérletek utan végiil 42 olyan ndvényt valasztottunk ki,
amelyeknél ismételheté modon ndvekedett vagy csokkent a PSII maximalis hatasfoka
(Fv/Fm) vagy a PSII fotokémiajanak relativ hatasfoka (®ps;) A kovetkezd, 9. abran a

jellegzetes kisérleti elrendezések és az abbol kapott eredmények lathatoak.
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A fluoreszcencia Fv/Fm Fv/Fm
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B fluoreszcencia ®psii opsil
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C fluoreszcencia Fv/IFm Fv/IFm
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9. dbra Imaging MAXI PAM kép 14 napos Arabidopsis novényekrsl, melyek 2 napos 600mM
szorbitol kezelést kaptak. A nyilak azokat a névényeket mutatjak, amelyek esetében megvaltozott a PSII
maximalis hatdsfoka (Fv/Fm) vagy a PSII fotokémidjanak relativ hatdsfoka (®psy). Az A) dbran
magasabb Fv/Fm értékkel rendelkezé novény, a B) abran magasabb ®pgy —vel rendelkezd novény
lathato. A C) dbran lathato névény esetében alacsonyabb az Fv/Fm érték az atlagnal, a névény

hiperszenzitiv a szorbitol kezelésre.

r

A kivalasztott novényeket, 1/2MS taptalajra helyeztik 4at, hogy a hajtas- és
gyokérképzddéshez optimalis kornyezetet biztositsunk. A szlirés soran kivalasztott és

tovabbnevelt novények tobbsége ¢letben maradt, liveghazban viragot hozott €s magot is érlelt.
5.3 PlantSize szoftver kifejlesztése, a novények rozetta méretének monitorozasa

A szlirési modszeriink kidolgozasakor problémat jelentett szamunkra, hogy tobb szaz
novény rozettaméretének valtozasat idében kovetni tudjuk, megfelelden dokumentaljuk és a

novekedés szamszerl jellemzoit regisztraljuk. Felmeriilt az igény egy egyszerii, gyors, nagy
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atereszt0 képességli, nem invaziv, félautomata modszer kifejlesztésére, amellyel a Petri
csészében novo, stresszkezelés alatt allo ndvényeink rozettaméretét monitorozni tudjuk. A
Sass Laszloval és Farago Doraval egyiitt kidolgozott rendszer alapja az, hogy meghatarozott
1dokozonként nagy felbontasti szines képeket készitettiink a Petri csészékrdl, amelyben
maximalisan 36 darab novényt neveltiink. Ezeket a fényképeket a Sass LaszI10 altal irt MatLab
alapu szoftverrel, a PlantSize-al értékeltiik ki, amely pixelszamban meg tudta adni a ndvények
rozettaméretét és azt MS Excel fajlban numerikusan exportalni. A szoftver segitségével
jellemeztiik a szlirés soran a megndvekedett toleranciaju névények novekedését. A szoftver
legjabb verzidja képes informaciot szolgaltatni a rozettdk morfologiai paramétereirdl
(konvex teriilet és szazalék) illetve a novények pigment tartalmardl is (Faragd és mtsai.,
2018). Dolgozatomban a PlantSize szoftver kifejlesztésének a rozetta nagysag méréséhez

kapcsolddo részét ismertetem.

Kisérleteink soran, a fényképek készitéshez, 16-36 ndvényt neveltiink egy-egy
négyszogletes Petri csészében A 10. abra B paneljén 1évé elrendezés szerint. Az elkésziilt
képeket a PlantSize szoftverbe importaltuk és a kapott numerikus értékeket, melyek leirjak a
novények rozetta méretét, hasznaltuk a tovabbi munkdink soran. Egy kisérlet soran 6
parhuzamos Petri csészével dolgoztunk kezelésenként, a novényeket 5 kiilonb6zd idépontban
fotoztuk, igy kozel 500 ndvény fotdjat elemeztiik kezelésenként, a PlantSize programmal. A
szoftver lehetdvé tette szdmunkra a ndvények méretének meghatarozasat és a novekedési
Arabidopsis novényeket neveltink 1/2 MS téaptalajon és meghatarozott idékozonként
fényképeket készitettiink roluk (10. abra).
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A Csirandvények
Csirizas athelyezése

3 nap
Fényképezés 3 6 9 12 15. nap
B
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: & Képanalizis a Plant Size-al.

0. R e = | Adatok exportalisa Excelbe: = Statisztikai analizis,

L -rozettaméret, adatfeldolgozas.

- L -konvex hull (rozetta ,keriilet™)
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lefolyasanak idobeli sémaja. B) A kisérletek folyamatabrdja.

A programunk pontossaganak bizonyitasara dsszehasonlitast végeztiink a PlantSize és
az ImageJ (Schindelin et al., 2015) szoftverek-felhasznalasaval, ugyanazon novényeken mért
rozetta méret adatokban. Az ImageJ programot gyakran hasznaljak képanalizishez, tobbek
kozott kiillonbozo objektumok teriiletének meghatarozasdhoz. Hatranya, hogy az alapszoftver
nem automatizalt, manualisan kell kijelolni a lemérend¢ teriiletet, emiatt lassu €s nehézkes. A
két kiilonboz6 szoftver altal mért adatok Osszevetésekor magas korrelaciot talaltunk, amely

mutatja, hogy a két program altal kapott adatok megfeleltethetéek egymassal (11. abra).
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11. dbra Regresszio analizis a PlantSize-al és ImageJ-vel mért rozetta teriilet értékeken,
Columbia vad tipusu novények esetében
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A PlantSize program segitségével megvizsgaltuk a kiilonb6z6é s6 koncentraciok (0-
150mM) hatasat a novények novekedésére, amit a rozettak nagysaganak mérésével tudunk
megbizhatéan dokumentalni (12. dbra). A rozetta méret novekedési ratdja szignifikansan
csokkent a s6 koncentracio emelkedésével. Azt tapasztaltuk, hogy a rozettaméret a sostresszre
érzékeny paraméter az Arabidopsis esetében és a PlantSize szoftverrel a redukcid jol
detektalhato volt.
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12. abra Az Arabidopsis vad tipusu Columbia vad tipusu névények novekedési iitemének
Csokkenése a novekvo so koncentracio fiiggvényében. 5 napos csiranovényeket helyeztiink dt a
kiilonboz6 NaCl tartalmu taptalajokra és 3 naponta, négy alkalommal (t1-t4) fényképet készitettiink a
novényekrél. A) A PlantSize-al mért rozetta meretek. B) A novények novekedési ratdjanak dtlaga az
Excel ,,Logest” funkciojaval szamolva. A hibasavok a diagramokon a szordst dbrazoljak, * az
eltérések szignifikanciajat mutatjak, a nem kezelt kontroll és a kezelések atlag értékei kozott *p<0.05,

egy utas ANOVA és Tukey teszttel szamolva.

A kalibraciot kovetden a PlantSize szoftver alkalmassa valt arra, hogy a szlirésiink
soran kivalasztott vonalak novekedési iitemét is Osszehasonlitsuk és ezaltal fontos informéaciot

kaphatunk a jellemzett vonalak stressztoleranciajanak mértékérol.
5.4 A Lepidium crassifolium stressztoleranciajanak jellemzése

A sziki zsazsa (Lepidium crassifolium) egyike a szoloncsék (a felszin kézelében magas
natriumion-koncentracioji) talajokon €16 sotiiré novényeknek. Az Arabidopsis thaliana-hoz
hasonldéan a keresztesviraguak csaladjahoz tartozik, az egyedek kissé pozsgasak, sziirkés
zo6ldek, alacsonyak, viragzatuk terebélyes és fehér szinti virdgokat tartalmaz. (Simon és
Seregélyes, 2012). Ezt az extrém sotiird fajt valasztottuk ki, mint génforrast és kisérleteinkben
a s0, szarazsag €s oxidativ stresszre adott valaszait hasonlitottuk 6ssze glikofita (Arabidopsis

thaliana) és halofita (Eutrema salsugineum) fajokkal a Brassicaceae csaladbol, laboratoriumi
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koriilmények kozott. A stressznek kitett ndvények novekedését, talélését, a gyokér ndvekedés
itemét és a klorofill fluoreszcenciajat mértiikk (13-17. abra). Az Arabidopsis-hoz viszonyitva
mindkét halofita faj (E. salsugineum, L. crassifolium) magasabb so6 toleranciat mutatott mind

tiveghazi, mind in vitro koriilmények kozott (13 abra).
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13. dbra Az A. thaliana, a E. salsugineum és a L. crassifolium so tolerancidjanak
osszehasonlitasa. A) A harom faj egyedeit iiveghdzban neveltiik és vizzel vagy 500mM-0S natrium
klorid oldattal ontoztiik.. Az dbra a harom faj novekedését és tulélését mutatja 5 hetes so kezelés utdn.
B) A harom faj klorofill fluoreszcencidgjanak (a PSII maximalis hatdsfoka Fv/Fm) vadltozasa 2 napos,
400mM s6 kezelés hatasara. C) A hdarom faj gyokér ndvekedésének dsszehasonlitasa (10 napos
novények) 1/2MS agaros tdaptalajon, amely 100, 150 vagy 200mM NaCl-ot tartalmazott. Az
oszlopdiagramokon az datlagtol valo eltéréseket jeloltiik. A * (p<0,05) és **(p<0,005) jelolik, ha az

Arabidopsis-hoz képest az eltérések szignifikansak voltak (Student t-teszt).

A ndvények prolin tartalma Osszefiiggést mutathat azok szarazsag és sotiird képességével
(Szabados és Savouré¢, 2010). A prolin ozmolitként ndvelheti a névények tolerancidjat és so
illetve szarazsagstressz hatdsara egyes fajokban megndhet a mennyisége. Megvizsgaltuk,
hogy az altalunk jellemzett harom fajban, milyen mennyiségben van jelen a prolin és
stresszkezelés hatasara valtozik-e (14. abra). 3 hetes liveghazi novények esetében 20 mg/g
friss tomeg mennyiségli prolint mértek Arabidopsis-ban (Székely és mtsai., 2007) de mas
modszert hasznaltak a meghatarozashoz (Bates, 1973). Az Arabidopsis-hoz viszonyitva

kontroll koriilmények kozott is magasabb prolin szinteket detektaltunk, mind az Eutrema,
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mind a Lepidium esetében. SO kezelés hatasara az Arabidopsis-ban és a két halofita fajban is

megnott a prolin mennyisége, a kontroll ndvényekhez képest.

Prolintartalom Kontroll Sékezelés

- . “
Eutrema salsugineum ’ . . . . ‘

0.1 02 05 075 1.0 2.0mg/ml
Prolin koncentrécié

Arabidopsis thaliana

Lepidium crassifolium

Mennyiségi kontroll

14. dbra Az A.thaliana, az E. salsugineum és a L. crassifolium prolin tartalmdanak
osszehasonlitasa. Négy hetes, iiveghdzi novényeket kezdtiink el csapvizzel (kontroll) vagy 500mM-os
NaCl oldattal ontozni. A levél mintdkat 1 héttel a kezelések megkezdése utan gytijtottiik be. A prolin

meghatarozast izatinos modszerrel végeztiik.

Amikor 6ntozésmegvonast alkalmaztunk a L. crassifolium szarazsagtoleranciaja magasabb

volt, mint az E. salsugineum-¢é vagy az A. thaliana-¢é (15. abra).
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15. dbra A hdarom faj szarazsagtolerancidja. Az ontozést 1, 2 vagy 3 hétre megvontuk, majd
ujraontoztiik a novényeket. A képet 10 nappal az ujraontozések kezdete utin készitettiik. Az
oszlopdiagramon a szdrazsdgkezelést tuléld novények szamdt adtuk meg, a kontrollhoz (végig

ontézott) viszonyitva, szdazalékban.
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A klorofill fluoreszcencia kiilonbdzé forméi €s az abbol szdmolt paraméterek érzékenyen
kovetik a novény fotoszintetikus apparatusanak reakcidit a kiilonbozé stresszkezelések alatt.
A PSII maximalis hatdsfoka (Fv/Fm), melyet a valtozé6 (Fv) és a maximalis (Fm)
fluoreszcencia hanyadosaként szamolunk, a PSII fénybegyijté komplexének allapotardl és az
abszorbedlt energia mennyiségérol nyujt informaciét (Baker, 2008). Az ozmotikus ¢és az
oxidativ stresszkezelés mellett a klorofill fluoreszcencia értékek magasabbak voltak a
Lepidium és az Eutrema esetében, mint az Arabidopsis-nal, amely arra utal, hogy a PSII
fénybegyiijté komplexe, e két faj esetében, kevésbé karosodott az ozmotikus stresszkezelés

kovetkeztében (16. és 17.abra).

Ozmotikus stressz
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16. dabra A Klorofill fluoreszcencia (a PSII maximdlis hatdsfoka: Fv/Fm) vailtozasa PEG
kezeléssel kivaltott ozmotikus stressz hatdasara, a harom faj esetében.. A négy hetes, iiveghdzi
novényeket PEG6000 10%-os oldataval ontoztiik 3-4 naponta. A fotoszintetikus aktivitisméréseket
pedig az elsd kezelés napjan (0n), 4 nappal (4n) és 10 nappal (10n) késébb végeztiik el. Az
oszlopdiagramokon az datlagtdl valé eltéréseket jeloltiik. *-al (p<0,05) és **-al (p<0,005) jeloltiik ha
az eltérések az Arabidopsis-hoz képest szignifikdansak voltak (Student t-teszt).

Az oxidativ stressz a karos kornyezeti hatasok, mint példaul a szarazsag vagy so kezelés soran
keletkezd reaktiv oxigén formak (ROS) hatasaként 1ép fel. A fehérjék és lipidek oxidacidja
révén az oxidativ stressz masodlagos karosodéast okoz. Az oxidativ stresszel szembeni
ellenalld képesség a szarazsag és sotlirés fontos aspektusa. Ezért a ROS generald paraquat
segitségével teszteltilk a vizsgalt halofita ndvények oxidativ stresszel szembeni ellendllo

képességét is.
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17. abra A klorofill fluoreszcencia valtozasa (a PSIl maximalis hatasfoka: Fv/Fm) oxidativ
stressz hatdasara, amit 20uM paraquat permetezéssel ideztiink eld, iiveghdazi novényeken. A
permetezéseket 3-4 naponta végeztiik. Az oszlopdiagramokon az dtlagtol valo eltéréseket jeldltiik. *-al
(p<0,05) és **-al (p<0,005) jeloltiik ha az eltérések az Arabidopsis-hoz képest szignifikansak voltak
(Student t-teszt).

Kisérleteink alapjan elmondhato, hogy a Lepidium crassifolium az E. salsugineum-hoz

hasonlo, so és szarazsagtiro fa;.
5.5 A Lepidium cDNS konyvtarat tartalmazo Arabidopsis névények létrehozasa

A L. crassifolium stressztoleranciajat biztositd gének azonositasa céljabol
elkészitettiink egy Lepidium crassifolium cDNS konyvtarat. A konyvtar tesztelésekor
meghataroztuk 50, véletlenszeriien kidlasztott cDNS klon 5° végeinek bazis sorrendjét. Az
inszertek atlagos mérete 1.0 kb volt és 82%-uk teljes hosszusagu cDNS-t tartalmazott. A
kapott szekvencidk Osszehasonlitasa alapjan megallapitottuk, hogy a prediktalt Lepidium
fehérjék aminosav szekvenciai 84%-0s azonossagot mutattak az A. thaliana és az A. lyriata
fehérjékkel. A magasfokl szekvencia rokonsag megerGsitette a L. crassifolium és az

Arabidopsis nemzetség kozeli rokonsagat.
5.6 Stressztoleranciat biztosito gének azonositasa és klonozasa

Az Osztradiol indukalhat6 expresszids rendszer egyik elénye, hogy a kifejeztetett gén
altal okozott fenotipusos valtozas feltételhez kotott (indukdld szer jelenléte), ¢€s igy
egyszeriien €s megbizhatoan igazolhatod, hogy a valtozasért a cDNS inszert taltermelése a
felelds (Papdi és mtsai., 2008). A novekedési tesztekben 40000 vonalat vizsgaltunk meg, a
klorofill fluoreszcencian alapulé sziirési rendszeriinkben pedig 10500-at (2. tdblazat). A

kivalasztott ndvények utddait Gjrateszteltiik és azokat a vonalakat vizsgaltuk tovabb, amelyek
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Osztradioltol fliggd toleranciat mutattak egy, vagy tobb stressz koriilménnyel szemben.

Kisérleteink soran 12 ndvényvonalat azonositottuk, a fent leirt kritériumok alapjan. A PAM

alapu szlirésnél 6 vonalnal indukalhat6 és magasabb, egy vonal esetében pedig indukalhat6 és

alacsonyabb klorofill fluoreszcencian alapul6d paramétereket kaptunk (3. tablazat).

2.tablazat Az elvégzett sziirések adatainak szamszerii dsszefoglalasa.

Letesztelt
vonalak
(db)

Sziirési modszer

Kivalasztott
szama | novények (db)

150mM NaCl
Novekedés (0,2 40 000
M paraquat
Novekedés 40 000
(200mM
szorbitol
Klorofill 10 500

fluoreszcencia (2
nap 600mM
szorbitolon

Osztradiol fiiggé | Mutansok

eltérést mutaté | (0sztradiol

vonalak (db) fiiggetlen
974 5 5
334 5 4
480 2 1
205 7 9

3. tablazat Megvaltozott stressztiiré képességgel rendelkezé transzgenikus Arabidopsis vonalak.

Magyardzat: Vonal neve: a transzgenikus vonal azonositdsahoz haszndlt kod. Sziirés: A sziirési

modszer amivel a vonalat azonositottuk. A cDNS inszert daltal kodolt fehérje:a prediktalt aminosav

szekvencia alapjan talalt leghasonlobb fehérje neve. Ellendrzés: a tolerancia ellendrzése fiiggetlen,

ujraklonozott vonalakkal pCaMV35S (S sorozat) vagy pRD29A (R sorozat).

PL1210Na2 NaCl, novekedés

PL542Nal NaCl, névekedés

PLO72Na01 NaCl, névekedés

PL749Na4 NaCl, névekedés

PL900Nal NaCl, novekedés

paraquat, ndvekedés
paraquat, novekedés
paraquat, ndvekedés
paraquat, ndvekedés
paraquat, ndvekedés
szorbitol, novekedés

Vonal neve Sziirés A c¢DNS inszert altal Ellenérzés
kodolt fehérje

GDSL szeri S12, R12
lipdz/acetil ~ hidrolaz

fehérje

S19e riboszomalis

fehérje

gamma-glutamil
hidrolaz 2, GGH2

ismeretlen fehérje

ismeretlen fehérje S10, R10
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PL226Sol szorbitol, novekedés  hipotetikus fehérje
(DUF814 domén)
PLO37P4 szorbitol, PAM ismeretlen fehérje
(DUF581 domén)
PLO39P4 szorbitol, PAM L2 riboszomalis
fehérje, embriod
defektiv 2296
PL120P4 szorbitol, PAM L10 riboszomalis
fehérje,

PL127P4 szorbitol, PAM Acetil-koenzim A kot6 S16, R16
fehérje 6, ACBP6

PL142P6 szorbitol, PAM glutation-S-transzferaz
phi8, GST6, GSTF8
PL142P7 szorbitol, PAM RNS polimeraz 1I
mediator komplex
alegysége

PL151P6 szorbitol, PAM transzlacidsan
kontrollalt tumor
fehérje, TCTP
PL181P3 szorbitol, PAM -

A tobbi vonal esetében a megvaltozott tulajdonsagok nem mutattak Osztradiol fliggdséget
vagy nem volt egyértelmiien kovethetd az indukcid, amire magyarazat lehet, hogy a
beintegralddott T-DNS torést szenvedett, vagy nagymértékli genomi atrendezddést okozott és

T-DNS inszercidés mutansokat izolaltunk.

A L. crassifolium cDNS inszertek PCR-el (Polymerase Chain Reaction) torténd felszaporitasa
¢és az inszertek nukleotid szekvencidinak maghatarozasa, lehetové tette szamunkra, hogy a
nukleinsav szekvenciak homologiai alapjan, meghatarozzuk a cDNS-ek altal kodolt fehérjéket
(Blast keresések). A beépiilt cDNS-ek 82%-a teljes hosszusagh volt, teljes ORF-el (nyilt
leolvasasi kerettel), mig 18% esetében hianyzott a cDNS 5’ vége. A kivalasztott vonalakbodl a
klonozott cDNS inszerteket a konstitutiv (pCaMV35S) illetve stresszindukalt (pRD29A)
promoterekkel rendelkezé vektorokba épitettiik és transzgenikus Arabidopsis novényeket
hoztunk létre. Az 1j transzgenikus vonalakban a cDNS klénokat pCaMV35S promoéter (S
sorozat) illetve pRD29A promoter (R sorozat) segitségével tultermeltettiik (3. abra). A
transzgenikus vonalak stressztiirését a korabban ismertetett modszerek segitségével teszteltiik,
azzal a kiilonbséggel, hogy az alkalmazott konstitutiv és stressz indukalt promoéterek miatt
nem volt sziikség Osztradiol kezelésre. Két példaval illusztrdlom a génazonositasi és

jellemzési kisérleteket.
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5.7 A PL542Nal-es sotolerans vonal jellemzése

A PL542Nal-es vonal egy olyan ndvénybdl szdrmazott, amely 150mM soétartalmu
taptalajon jobban novekedett (18. dbra). A PL542Nal ndvény utddainak sotoleranciajat a
szliréssel megegyezd korilmények kozott teszteltik. A PL542Nal ndvények Osztradiol
jelenlétében magasabb soétoleranciat mutattak, mint a Col-0 novények, mig 0sztradiol nélkiil a
vad tipushoz hasonléak voltak (18-19. abra). Az Osztradiol 6nmagaban nem befolyasolta a

PL542Nal-es novények novekedését.

S
¥

® v PL542Na1

150mM
NaCl

® 2 g * coo

L]
3‘, o ®5® pLsaoNat
150mM  ® L :

NaCl

+5uM 6szt. - % ] o Col0

Y &s ®

‘}g‘*ﬁ -8 *\‘ @ PL542Na1
oms @ iy

+5uM 6szt. = il

18. abra A PL542Nal vonal sotiirése. A névények 5 napos korukig 1/2MS tdptalajon ndttek,
ekkor athelyeztiik 6ket 150mM NaCl vagy NaCl+5uM osztradiol vagy csak oOsztradiol kiegészitést
tartalmazo taptalajokra. 21 napos, tipikus PL542Nal és Col-0 névények. Az dbra heterozigota
PL542Nal névénypopulacio tesztjét mutatja, ezért a sotolerans novények mellett érzékenyek is

eldfordulnak.
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Rozetta méret (pixelek x1000)

A % MS B % MS+5uM osztradiol
80 -
—o—Col-0 80 . —e—Col-0
g0 | —PLs42Nat —=PL542Na 1
60 -

40 -

20 4

01234567 891011121314
Napok szdma

40 -

20 +

T T T T T T T T T T T T 1

012345678 91011121314
Napok szdma

% MS+150mM Nacl

C D
% MS+150mM NacCl 60 - +5uM osztradiol
—e—Col-0 *¥
: ga40] —e=colo 50 1 ——PL542Na1
= S —=PL542Na 1 40
O = 30 -
EZ 30
s 9
§1209 20
Qo o
& = 10 1 10
0— 17"TT—'1"'T110llllrlllllllllt

01234567 891011121314
Napok széma

01234567 891011121314
Napok széma

19. dbra A PL542Nal vonal sotiirése. A Col-0 vad tipusu és a PL542Nal vonal relativ rozetta
meérete 150mM NaCl és 150mM NaCl+5uM észtradiol tartalmu 1/2MS taptalajon. A) PlantSize altal
meért rozetta méret a kontroll taptalajon nétt névények esetében. B) Rozetta meret SuM észtradiollal
C) 150mM NaCl kiegészitést
rozettaméretek. D) SuM osztradiolt és 150mM NaCl-ot tartalmazé tdaptalajon a PL542Nal vonal

kiegészitett kontroll taptalajon. tartalmazo  taptalajon  meért

rozetta nagysdga szignifikinsan nagyobb a 10. napot kévetden. *-al (p<0,05) és **-al (p<0,005)
jeloltiik ha az eltérések, a vad tipushoz képest, szignifikansak voltak (Student t-teszt).

Az 1,6 kilobazis hosszu CDNS inszert egy 1179 bp ORF-et tartalmazott, az ez alapjan
prediktalt fehérje pedig 392 aminosav hosszusagu volt(Fliggelék 2.abra). A L. crassifolium
fehérje aminosav szekvencidja a legnagyobb hasonlosdgot egy a GDSL lipaz/acetil hidrolaz
fehérjecsaladba MVP1/GOLD36/ERMO3  fehérjével
AT1G54030-as Arabidopsis gén kodol. A Lepidum fehérjét LcMVP1-nek neveztiik el (20

abra).

tartozo mutatott, amelyet az
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LcMVP1
AtMVP1

LcMVP1
AtMVP1

LcMVP1
AtMVP1

LcMVP1
AtMVP1

LcMVP1
AtMVP1

LcMVP1
AtMVP1

LcMVP1
AtMVP1

MVTSRSHFFLLEFTTLLLLLPTVSFAQSLEFVEGDGLYDVGNKQFLSENRVDADEFPPYGVTL

_AQTLFVFGDGLYDAGNKQFLSQNRVDASFPPYGVTV

******* * kK . ****** ********** ******* ***** *******

GHPTGRWSDGLIVPDYLAIFMGIQPIQPFLLATANFSHGANFAIANATVLGSPLETMTLS
GOATGRWSDGSIVPDYLAKEFMGIPKISPILVTTADFSHGANFATIADATVLGSPPETMTLS
Ko KKKKKKK Kkkkkkk Khhkkk Kk Kkeksokk s kAAAAAAARK s AAKKAKK Kk kk kK
OQVMKEFGNKNKWTNQTLSEATIYLINIGSDDYLNYAKNNPSPSDNQKQAFVAQVITTIEA
QQOVKKESENKNKWTNQTRSEATIYLIYIGSDDYLSYAKSNLSPSDNQKQAFVDQVITTIKA
KEK KK KKKk kkkkk kkkkkkk kkkkkkk kkk Kk AXAXXKAAAAK Kk kkkk ok
ELKVVYGAGGRKFAFQONLAPLGCLPAVKQANGNVQECVKLPSELAALHNKKLLOLLVELS
EIKVVYGSGGRKFAFQONLAPLGCLPAVKQASGNVEECVKLPSEMAALHNKKLLOLLVELS
*:*****:**********************.***:********:****************
QOLSGEFQYSFYDFFSSIQONRVIKPKTYTFETGTAACCGTGSVNGSYCSVNNVCAKPEEYT
RELNGEFQYSFYDFEFSSIONRVIKSKTYTFETGNAACCGTGSINGSDCSAKNVCAKPEEY I
cek KKKk Kk kkkkkkkkkkkkk kkkkkkkk Ak AAAAAK KKK KK s KKK KKK KKKk
FEFDGKHLTQEANLQVGHLMWGADPEVIGPNNLRELMVLPLDLTVILGDMQEAMAAMRPRQ
FEDGKHLTOEANLOVGHLMWGADPEVIGPNNIRELMVLPLDITVILAGIQEAMAAMRPRQO
*******************************:*********:****. :***********
RKIESLYDIKKMESEMENQWLYQVDRAMSFEFMI

SNIESLYDIKKMESEMDNHWLYQVDKAISEFMI

e kA KKk AkKAA KA A AA Kk oehkekhkhAkhkkhkokokhkk%k

A fehérje szekvencian meghatarozott domének: [EiGnaNPepIE, GDSL lipdz domén

20. abra A PL542Nal-es névényben azonositott inszert szekvencia elemzése. Az LcMVPI és az

Arabidopsis MVP1/GOLD36/ERMO3(AtMVPI1) fehérjék szekvencidinak oOsszehasonlitisa ClustalW

program segitségével. Piros kiemeléssel jeloltiik a prediktalt szignadl peptidet kodolo és kék kiemeléssel

a GDSL lipaz (IPR0O01087) domént kodolo szakaszt.

A cDNS-t konstitutiv (S12-es sorozat) vagy stresszindukalhatd (R12-es sorozat) promoterrel

kapcsoltuk 0Ossze és vad tipusi Arabidopsis novénybe transzformaltuk.. A fliggetlen

transzformdns vonalakban, a beépiilt cDNS expresszids szintjét Northern blottal vizsgaltuk

(Rigd Gabor munkaja) (Fiiggelék 5. abra). Ez alapjan valasztottuk ki a késébbiekben

vizsgalataink targyat képezé novényvonalakat. Magas sotartalmu taptalajon, az S12 és R12

sorozat novény egyedeinek novekedési iiteme, talélési képessége és klorofill tartalma is

magasabb volt a vad tipust ndvényekhez képest (21. abra).
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21. abra Az S12-es és R12-es vonalak sotiirése. A névények 5 napos korukig 1/2MS taptalajon
néttek, ekkor dthelyeztiik 6ket 1/2MS vagy 150mM NaCl-¢ is tartalmazé 1/2MS taptalajokra. 21 napos,
tipikus S12-es és R12-es és Col-0 noévények. A) Az S12, R12 és vad tipusu névények tilélési tesztje. 15
nap utan, 150mM NaCl tartalmu taptalajon vizsgaltuk a tuléld névények szamat. Az oszlopdiagramon
a tléld, zold ndvények szazalékos aranyat abrazoltuk. B) Col-0 és S12-es novenyek rozetta méretének
valtozdsa kontroll (112MS) és 150mM NaCl tartalmu taptalajokon. C) A Col-0 és S12-es névények
friss tomegének valamint klorofill tartalmdnak valtozasa sokezelés hatdsara. Az oszlopdiagramokon az
atlagtol valo eltéréseket jeloltiik (szoras). *-al (p<0,05) és **-al (p<0,005) jeleztiik ha az eltérések a
vadtipushoz képest szignifikansak voltak (Student t-teszt).
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Megvizsgaltuk az LcVMP1 taltermelé novények fotoszintetikus paramétereit is. Uveghazban
nevelt novényeken sokezelést alkalmaztunk és az eredmények azt mutattdk, hogy a PSII
maximalis hatasfoka (Fv/Fm) kevésbé csokkent az S12-es vonalak esetében (22. abra). Ezen

eredmények alapjan feltételezziik, hogy az LcVMPI1 felel6s lehet a novények megndvekedett

sotolerancidjaért.
Kontroll 200mM NacCl
0.85 ~ 0.85 -
0.80 - @_gs@——-?—'@ 0.80 4
£ 0.75 A 0.75 A
L
>~ 0.70 - 0.70 A
li —8—Col-0 065 - —9—Col-0
0.65 1 —=512/29 ' —=512/29
0.60 - —rr=512/35 060 1 51235
055 T T 055 =1 £ T T
0 8 12 0 8 12
Kezelés napjainak szama Kezelés napjainak szama

22. abra Uveghdzban nevelt, kezeletlen és sokezelt, 3 hetes Col-0 és S12-es novények PSII
maximalis hatasfokat (Fv/Fm) mértiik a sokezelés 0.,8. és 12. napjan. A so kezeléseket 3 naponta
végeztiik. A kezeletlen novényeket csapvizzel, a kezelteket pedig 200mM-0s NaCl oldattal ontoztiik. A
pontdiagramon az dtlagtol valo eltéréseket jeloltiik. *-al (p<0,05) és **-al (p<0,005) jeleztiik ha az
eltérések a vadtipushoz képest szignifikansak voltak (Student t-teszt).

5.8 Az ozmotikus-stressztolerans PL127P04-es vonal jellemzése

A PAM mérésekkel Kivalasztott novények klorofill fluoreszcenciajat a kovetkezd
generacion ujrateszteltiik és az Osztradiol fliggd valtozésokat hét vonal esetében tudtuk az
utodokon is detektalni. Hat vonal megemelkedett Fv/Fm ¢és/vagy ®ps)) €rtékeket mutatott, egy
vonal esetében pedig csokkent értéket mutattak ezek a paraméterck (23/A-B abra). Kontroll
koriilmények kozott, 1/2MS téaptalajon, ezek a fluoreszcencia paraméterek nem mutattak
szignifikans eltérést a vad tipusi ndvényekhez képest, és ezt az Osztradiol jelenléte sem

befolyasolta (23/A-B abra).
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23. abra A PAM méréssel azonositott transzgenikus novények klorofill fluoreszcencidja,
kontroll (1/2MS +/- 5 uM észtradiol) és magas szorbitol (600mM~+/- 5 uM édsztradiol) tartalmu
taptalajon. A mért fotoszintetikus paraméterek, A) PSII maximalis hatdsfoka (Fv/Fm) és B) a PSII

fotokémidjanak relativ hatasfoka (®ps)) VOIt.

c gy

Osztradiol jelenlétében magasabb Fv/Fm értékeket mutattak, mint a vad tipusu né')vények,
(23/A abra). A novényekbdl izolalt cDNS 800 bazispar hosszusagu volt, 270 bazisparos ORF-
el (Figgelék 3. abra). A kodolt fehérje magas foki hasonldésagot mutatott egy Arabidopsis
acetil-koenzim A koté fehérjével az ACBP6-al (AT1G31812) (24 abra), ezért LcACBP-nek
neveztiik el. A fehérjén talalhaté egy konzervalt ACBP domén (Filiggelék 3. abra), amely
90%-os egyezést mutat az A. thaliana és A. lyrata ACBP6 fehérjén megtalalhatd6 doménnel.

“2RCTT MGTKEEFEEHAEKIKTLTESPSNEDLLILYGLFKOAKFGPVDTARPGMFSPKERAKWDAW

AtACBP6 MGLKEEFEEHAEKVNTLTELPSNEDLLILYGLYKQAKFGPVDTSRPGMFSMKERAKWDAW
KAk ko kkkkkkkk o akkkk hhkhkhkhkhkhkhkhkhkkk e KAKKKXXXAK : AXXXA K KA Kk k& k& %

Leack? DO . .5 T~~~ -
AtACBP6 KAVEGKSSEEAMNDYITKVKQLLEVAASKASTS

KAXKKAKAKAK e KAXKANKAKAKAKAKAKANKA XA K) ek k%%

24. abra A PLI27P4-es vonal inszertjének szekvencia analizise. A prediktalt PL127P4
aminosav szekvencia és az AtACBPG6 fehérje aminosav szekvencidjanak osszehasonlitasa ClustalW

program segitségével. Az ACBP domént piros kiemeléssel jeloltiik.

Az LcACBP cDNS-t stresszindukalhaté RD29A és konstitutiv. CaMV35S promoterrel,
fejeztettiik ki vad tipusi Arabidopsis novényekben. A beépiilt cDNS kifejezddési szintjét
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Northern blot analizissel (Fiiggelék 6 abra) vizsgaltuk. A kisérlethez heterozigota, T2-es
mutatni az LCACBP mRNS-t. A stresszindukalhaté RD29A prométerrel kifejeztetett LcACBP
CDNS-t tartalmazd vonalak erdsebb ndvekedést mutattak magas ozmotikumot tartalmazo
taptalajon (25/A. abra). Uveghazban nevelt R16-os ndvények esetében pedig a kisérleteink azt
mutattak, hogy a PSII maximalis hatasfoka (Fv/Fm) és a novekedési rata a vad tipusu
novényeknél kevésbé csokkent ozmotikus stressz hatasara (25/B-C. abra). Az iiveghazi
kisérletek soran PEG6000 10%-os oldataval Ontoztiik a novényeket, igy reprodukaltuk a
vizhianyos allapotot (Verslues és mtsai., 2006), ugyanis a PEG a talajban gatolja a novények

vizfelvételét, igy a stresszkezelést egységesen ¢€s jol kontrollalhaté modon tudtuk Kivitelezni.

B Col-0 R16/5 R16/6

>

Col-0 R16/5 R16/6

L R

Kontroll
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o

0.85
085 Kontroll PEG
- %‘ -
€
£075 "L; 0.75
w w
S ~-Col-0
0.70 1
@ 070 ——R16/5
065 —4+—R16/8 0.65
0.60 v T 060 T -
0 8 12 0 8 12
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25. abra A PAM sziiréssel azonositott LcACBP gént tartalmazo ndvényvonalak ozmotikus
stressztolerancidja és klorofill fluoreszcenciaja. A) Col vad tipusu és két fiiggetlen transzgenikus vonal
(R16) 200mM szorbitol tartalmu tdaptalajon. B) 4 hetes tiveghdzban nevelt Col és RI16 vonalak
csapvizzel (kontroll) vagy 10%-os PEG6000(PEG) oldattal éntozve. C) A klorofill fluoreszcencia (a
PSII maximalis hatdsfoka: Fv/Fm) valtozasa PEG 6000 kezelés hatasara iiveghdzi Col és R16 vonalak
esetében. A novényeket csapvizzel vagy PEG6000 10%-os oldataval ontoztiik 3-4 naponta. A
pontdiagramon az adtlagtol valo eltéréseket jeloltiik. *-al (p<0,05) jeleztiik ha az eltérések

szignifikansak voltak (Student t-teszt).
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Az eredmények alapjan elmondhatjuk, hogy az LCACBP tualtermelése képes a ndvények

ozmotikus stresszel szembeni tlirdképességét novelni.
5.9 Osztradiol fiiggetlen stressztolerans vonalak azonositasa és jellemzése

A novekedési szlirésbol és a fotoszintetikus paramétereken alapuld sziirésbol is
azonositottunk  tobb, 0Osztradiol fliggetlen, toleranciat mutatdé novényt. Mivel a
laboratoriumunkban korabban hasznalt genetikai sztirésekkel ellentétben mi nem a T1-es,
hanem a T2-es populaciot hasznaltuk, ezért a rendszeriink alkalmassa valt T-DNS inszercios
mutansok azonositasara is. Ezeknél azt feltételeztiik, hogy a T-DNS beépiilése altal okozott
mutacidé 4allhat a fenotipusos eltérések hatterében. Az inszerciés vonalak részletesebb
vizsgalatara (koszegregacid, ¢érintett gének kifejezodése, kompementacid) nem volt
lehetéségiink, ezért a bemutatott eredmények egy eldzetes, a rendszerben rejlé lehetséges
alkalmazast igyekeznek bemutatni. Az inszerciok feltételezett beépiilési helyét TAIL-PCR

technikdval hataroztuk meg.

A PL304Na01-es vonal esetében erdteljesebb ndvekedést figyeltink meg 150mM néatrium
klorid tartalmu taptalajon. Tovabb vizsgalva a ndvényeket megallapitottuk, hogy szorbitol €s
paraquat jelenlétében is jobb novekedési ratdval rendelkeztek €s tiveghdzi koriilmények kozott
is, s0 kezelés hatasara, kevésbé romlottak a vonal novény egyedeinek fotoszintetikus

paraméterei (26-27. abra).

A Col PI304Nal B Col PI304Nal C Col PI304Nal
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26. abra A PL304NaQ1-es vonal stressztoleranciaja. A PL304NaQl-es vonal, észtradiol
indukciotdl fiiggetleniil, nagyobb rozettaval rendelkezik A) 200mM szorbitol, B) 150mm NaCl és C)
0,2uM paraquat tartalmu tdptalajon novekedve. A névények 3 hétig %> MS taptalajon névekedtek a
jelzett kiegészitésekkel.
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27. dabra Uveghdzban nevelt névények PSII maximdlis hatasfok (Fv/Fm) atlagértékei D)
kontroll és E) 250mM NaCl kezelés mellett. A kisérleteket 4 hetes novényeken végeztiik. A
pontdiagramon az dtlagtol valo eltéréseket jeloltiik. *-al (p<0,05) jeleztiik ha az eltérések a

vadtipushoz képest szignifikansak voltak (Student t-teszt).

A TAIL-PCR soran kapott DNS fragmentumok bazis sorrendjét szekvenaléssal
meghataroztuk, majd szekvencia homoldgia kereséssel probaltuk azonositani a T-DNS
lehetséges beépiilési helyét az Arabidopsis thaliana genomban. A PL304Na0Ol-es vonal
esetében egy fragmentumot kaptunk és megallapitottuk, hogy a T-DNS az At1g31830-as gén
5’UTR régidjaba épiilt be 135 bazisparral az ATG el6tt. Az Atlg31830 a PUT2-t (Polyamine

uptake transporter 2) kodolja, amely egy aminosav szallitd fehérje csalad tagja.

A PL803Na03-as vonalnal erdteljesebb novekedést figyeltiink meg 150mM NaCl
tartalmt taptalajon, és a kapott kiilonbségek dsztradiol fiiggetlennek bizonyultak. Uveghazban
elvégzett sotlirési teszt soran a fotoszintetikus paraméterekben, kiilondsen a PSII maximalis
hatasfokban, (27.abra/D és E) bizonyos fok toleranciat figyeltiink meg. A Col-0 novények
Fv/Fm értékei hatarozott csokkenést mutattak so kezelés hatasara, mig a PL803Na03 vonal
meg, 392 bazisparra a STOP kodon utan. Az At2g39010 16kusz a PIP2E (Plasma membrane
intrinsic protein 2E és AtPIP2,6) fehérjét kodolja, mely ismert, mint a viz csatornak szerkezeti
eleme (Prado és mtsai., 2013). Az, hogy a T-DNS a STOP kodon utan épiilt be bizonytalana
teszi a feltételezést, hogy valdoban ez az inszercid a felelés a novények fenotipusos

elvaltozasaért.
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6. EREDMENYEK MEGVITATASA

A halofitdkat mint értékes génforrdsokat azonositottdk a stressztolerancidhoz
kapcsolodo kutatasokban (Nevo és Chen, 2010). A multigénes hatter(i toleranciat biztositd
tulajdonsagok komoly kihivasok elé allitjak a nemesitoket. llyen esetekben elkeriilhetetlen a
mennyiségi tulajdonsagok kialakitdsaban szerepet jatszd kromoszoma régidk részletes
térképezése (QTL mapping) és a lokuszokhoz kapcsolt molekularis markerek azonositasa
(Arraouadi és mtsai., 2010, Chankaew ¢és mtsai., 2014, Pandit és mtsai., 2010). Ezenfeliil, az
inkompatibilitds is komoly korlatozé koriilmény, amely akadalyozza a fajok kozotti
géntranszfert. Ezen problémak kikiiszobolésére adaptaltuk a COS rendszert (Papdi és mtsai.,
2008, Rigd és mtsai., 2012), amelyet ugy modositottunk, hogy alkalmassa valjon erre a
feladatra. Az Arabidopsis thaliana kozeli rokonat a Lepidium crassifolium-ot hasznaltuk
génforrasként, amelynek so és szdrazsagtiird képességét részletesen vizsgaltuk €s jellemeztiik.
A kapott eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy sikeriilt azonositani olyan géneket egy

halofita fajbol, melyek képesek megnovelni egy érzékeny faj adott tipust stressztoleranciajat.

Az altalunk el6allitott Lepidium crassifolium COS gyljteményiink, amely 40 000
fliggetlen transzgenikus Arabidopsis névény vonal magjat tartalmazza, sokféle szlrési
eljarasban hasznalhatd. Ellentétben a korabban leirt Eutrema salsugineum cDNS konyvtarral,
amely konstitutivan fejeztethetd ki (Du és mtsai., 2008), a COS rendszer egy kémiai indukald
szer segitségével lehetdvé teszi, hogy id6ben iranyithatdé modon fejeztessiik ki a cDNS
inszertet. A COS rendszerben a fenotipusok dominansan és feltételhez kototten (indukalod
szer) jelentkeznek és ez lehetdvé teszi, hogy a fenotipus-gén kapcsolatok egyértelmiien
azonosithatéak legyenek (Papdi és mtsai., 2008, Joseph és mtsai., 2014). Tovabbi elénye a
COS rendszernek, hogy az azonositas és klonozas egy egyszeri folyamat. Az inszert
felszaporitasa PCR-el és ujraklénozasa a Gateway rekombindcios helyek segitségével
konnyen kivitelezhetdé (Rigd és mtsai., 2012). Az altalunk vizsgalt inSzertek nagy részét
sikeresen felszaporitottuk a kivalasztott vonalakbol és azonositottuk Oket a szekvencia
homologia keresések segitségével. A laboratoriumunkban kordbban is hasznalt COS
rendszeren szamos modositast, ujitast végeztiink. A rendszer alapjat képezé expressziods
vektor kodonjait az Arabidopsis-nak megfeleléen optimalizaltuk és a novényi rezisztencia
markert higromicinrél foszfinotricinre (glufozinat vagy Basta) cseréltiik a transzgenikus
novények szelekcidjanak konnyebbé tétele miatt. A kordbbi kisérleti rendszerektdl nagy
mértékben eltérd, mas tipust stresszkezeléseket hasznaltunk kisérleteink sordn. A rovid tava,

erés stresszkezelések helyett mi hosszabb tava (3 hét) és moderalt kezeléseket alkalmaztunk
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amely minimalis novekedési lehetéséget biztositott a vad tipusi Arabidopsis ndévények
(korabbi szlirésekben a T1-es generdciéval dolgoztak). Ez a modositas lehetové tette, hogy
ugyanazt a magpopulécidt tobbféle szlirésben is vizsgaljuk, a kivalogatott névény vonalaknal
barmikor visszatérhessiink a korabbi generaciohoz illetve, hogy T-DNS inszercios mutansokat

1s azonosithassunk.

A Lepidium COS gytijteményiink, ozmotikus, s6 és oxidativ stresszre kidolgozott,
nagy mintaszamu sztréstechnikdjaval 19 olyan vonalat azonositottunk, amely kiemelkedd
novekedést, vagy megvaltozott klorofill fluoreszcenciat mutatott az, ellendrzott strassz
koriilmények kozott. A nem invaziv PAM Imaging mérési technologiaval kidolgoztunk egy
szurési rendszert, amellyel eltéréseket detektalhatunk, tobbek kozott, a PSII maximalis
hatasfokaban (Fv/Fm) vagy a PSII fotokémiajanak relativ hatasfokaban (®ps)) (Oxborough,
2004), ozmotikus stressz alatt allo névények esetében. A klorofill fluoreszcencia mérése mar
kordbban is vizsgalt ¢és hasznalt moddszer volt arra, hogy olyan mutdnsokat illetve
genotipusokat azonositsanak, melyek megvaltozott fotoszintetikus aktivitdst mutattak,
szarazsag vagy hideg kezelések hatasara (Mishra és mtsai., 2014;Niyogi és mtsai., 1998; Woo0
¢és mtsai., 2008), de nagyrészt tiveghazi vagy szabadfoldi novények esetében. Mi dolgoztuk Ki
az els6 klorofill fluoreszcencia alapu, in vitro, nem invaziv, nagy atereszté képességi,
fluoreszcencia alapi szlirési modszert. A PAM alapit moddszer kombinalasa COS

rendszeriinkkel 1 lehetdségeket teremtett a génazonosités terén.

A génazonositasi rendszeriink mitkodoképességének bizonyitasahoz, kivéalasztottunk
tobb olyan vonalat, melyek tolerancidjat részletesen jellemeztiik és fiiggetlen transzgenikus
novényekkel igazoltuk. A PL542Nal-es vonal sotoleranciajat a GDSL-lipaz/észteraz fehérje
csaladhoz tartozd gén taltermelése okozta. Ez a Lepidium fehérje kozeli rokonsagot mutatott
az Arabidopsis MVP1/GOLD36/ERMO3 fehérjével, amely az endoplazmatikus retikulum
(ER) integritasanak fenntartasaban, a fehérje transzportokban és az ER-hez kapcsolt védekezo
reakcidkban vesz részt (Jancowski és mtsai., 2014; Marti és mtsai., 2010; Nakano és mtsai.,
2012). Az MVPI kolesonhat a PYK10 nagy fehérje komplexszel, amely az ER-hez
kapcsolhatd védekezd rendszer része (Nakano és mitsai., 2012). Feltételezhetjiik, hogy a
fehérje kiillonb6zo védekezo reakciokban vesz részt, mivel az AT1G54030-as gén expresszidja
megemelkedik szarazsadg, ozmotikus stressz, UV-B, sebzés és kiilonb6zd patogének hatasara

(eFP Browser, http://bbc.botany.utoronto.ca).
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A PL127P4 megemelkedett fotoszintetikus paraméter értékeket biztositott az
ozmotikus stressz alatt allo6 ndvényeknek. A teljes hosszusagi cDNS egy kicsi acetil-koenzim
A kot fehérjét kodolt (LcACBP), amely a legnagyobb hasonlosagot az Arabidopsis ACBP6-
al mutatta. A kis ACBP fehérjék erdsen konzervaltak minden eukariota fajban, hossz lanca
acetil-koenzim A észtereket kotnek és a novények zsirsav metabolizmusaban, az chhez
kapcsolodo jelatviteli utakban és transzport folyamatokban is fontos szerepet jatszanak. Egyes
ACBP fehérjék befolyasoljak a ndvények stresszvalaszait és fejlodését (Li-Beisson €s mtsai.,
2013; Xiao és Chye, 2011). Az Arabidopsis ACBP6-r6l bizonyitottak, hogy szabalyozza a
foszfatidil-kolin és a foszforsav szintjét és noveli a faggyal szembeni toleranciat (Chen és
mtsai.,, 2008; Liao és mtsai.,, 2014). Az ACBP6 az ACBP4-el és az ACBPS5-el egyiitt a
foszfolipaz D enzimet is szabalyozza és ezen keresztiil befolyassal van a novények ABA
érzékenységére a mag fejodése ¢és csirdazdsa soran (Hsiao és mtsai., 2014). Jelenlegi
ismereteink szerint, a kis acetil-koenzim A kot6é fehérjék novelik az ozmotikus stresszel
szembeni toleranciat a foszfatidil-kolin és a foszforsav anyagcserén keresztiil (Gao és mtsai.,
2010). Az ACBP tipusu fehérjék rizsben hatassal vannak a novények fejlédésére is. A korai
embridgenezisben, a levelek Oregedésében, a nehézfém mérgezések 4ltal okozott
karosodésokkal szembeni ellendllo képességben, az oxidativ stressz folyamatokban, a
patogénekkel szembeni rezisztenciaban és a fagytliré képesség kialakitasaban fontosak (Meng
¢és mtsai., 2011). Az Arabidopsis ACBP1-rdl bebizonyitottak, hogy hatassal van a foszfolipaz
D gén kifejezddésére, a foszfatid savak felhalmozodasara és ezen keresztiil befolyasolja a
novények hidegtiirését (Du és mtsai., 2010). Az Arabidopsis ACBP2-t taltermel névények
ellenallobbak lettek a nehézfém kezelésekkel szemben és a nehézfémek altal kivaltott lipid
peroxidacios folyamatokra az ACBP2 is hatassal volt. Feltételezték, hogy az ACBP-k a
novényekben a stresszhatasok utani helyreallito folyamatokban vehetnek részt (Gao és mtsai.,
2008).

A sziirés soran kivalasztott megndvekedett toleranciat mutaté ndvények kozott olyan
vonalakat is azonositottunk, melyek tolerancidja indukalod szertdl fiiggetlen volt. Ezeknél a
novényeknél azonositottuk a T-DNS beépiilésének helyeit, feltételezve, hogy az inszercié
kovetkeztében fellépd mutacio a felelds a fenotipusos valtozasokért. A PL304Na01l-es vonal
esetében a T-DNS az Atlg31830 gént kodold szakaszaba épilt be, mely a PARAQUAT
RESISTANT 1 (PAR1) fehérjét kodolja. A gén altal kodolt fehérje a paraquat transzportjaban
jatszik szerepet. A parl mutdns novények érzékenysége csokkent paraquatra, a PAR1

tultermeloké pedig megnott (Li és mtsai., 2013). A PL304Na0Ol-es vonal esetében szintén
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sériilhetett a paraquat transzportja a T-DNS beépiilés kovetkeztében és ez okozhatta a
novények megemelkedett tlirdképességét. A szorbitol ¢és s6 kezeléssel szemben

megemelkedett tolerancia azt sugallhatja, hogy ennek a génnek mas szerepe is lehet.

A PL803Na03 vonalnal a T-DNS a PIP2E (Plasma membrane intrinsic protein 2E)
fehérjét kodold 10kuszban inszertalodott be. A tudomanyos irodalom szerint a PIP gének
kifejez6dési szintjei, a levelek viztartalmaval Osszefiiggésben, valtozast mutatnak
(Alexandersson és mtsai., 2009). A rizs PIP2,6 gén kifejez6dési szintje erds emelkedést
mutatott toxikus bor koncentraciora és az OSPIP2,6-ot taltermeld Arabidopsis névények
megemelkedett bor tolerancidt mutattak. Akvaporin gatld szerekkel ez a megemelkedett

tliréképesség visszafordithatd volt (Mosa és mtsai., 2016).

Jelen munkankban bemutattuk, hogy a megfeleléen megtervezett COS rendszeriink
alkalmas arra, hogy stressztoleranciaban szerepet jatszo géneket azonositsunk, ismeretlen
genetikai potenciallal rendelkez6 vad novényfajokban, és a fajok kozotti géntranszfert
alkalmazva a kutatasaink soran jobban megismerjiikk a szarazsag és soOstressz molekularis
hatterét. Tovabbi kutatasokat végziink jelenleg is, hogy jobban megismerjiik az altalunk
azonositott gének molekularis és biologiai funkcioit, illetve jellemezziik a stresszvalaszokban

betoltott szerepiiket. Az azonositott gének pedig késobb felhasznalhatéak molekularis

crey
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A dolgozatban szerepld kisérleteket a Magyar Tudomanyos Akadémia Szegedi
Biolégiai Kutatokozpontjanak Novénybiologiai Intézetében, az Arabidopsis Molekularis
Genetikai Csoport tagjaként végeztem. Szeretném koszonetemet kifejezni mindazoknak, akik
ez alatt a hosszu idGszak alatt segitették munkamat. ElsGsorban témavezetéimnek a szakmai
irdanymutatast és tdmogatast, Dr. Szabados Laszlonak, aki az Arabidopsis Molekularis
Genetikai csoport vezetdje is egyben, és Dr. Rigd Gabornak, aki szakmai tudasaval és eredeti
otleteivel sok akadalyon atsegitett. A Bayer CropSciencenek (Ghent, Belgium) az anyagi
forras biztositasat, Dr. Matthew Hannahnak a szakmai tamogatast. Sass Laszlonak és Faragd
Doranak a PlantSize szoftver fejlesztésénél a teljes erdbedobassal végzett munkat €s Doranak,
hogy tovabb dolgozik a sziirés soran kapott igéretes génekkel. Az Arabidopsis Molekularis
Genetikai csoport korabbi ¢és jelenlegi tagjainak, Barkoczyné Kiss Edinanak, Dr. Csépld
Agnesnek, Dr. Zsigmond Lauranak, Boros Bogatdnak, Kiraly Anna Marianak, Kovacs
Hajnalkédnak, Dobd Mihalynak és Dr. Mary Joseph Prathibanak a kozés munkat, a jo
tanacsokat €s a sok batoritast. Szeretném tovabba a Novényi Foto- és Kronobiologiai Csoport
jelenlegi és korabbi tagjainak, Dr. Addam Evénak, Dr. Nagy Ferencnek, Dr. Viczian
Andréasnak, Dr. Kozma-Bognar Laszlonak, Sandor Gyorgyinek, Dr. Fejes Erzsébetnek, Dr.
P4y Anikoénak és Koosné Majzik Hedvignek megkdszonni, hogy elinditottak a palyan és,
hogy tanulhattam toliikk. Szeretnék koszonetet mondani jelenlegi fonokomnek, Dr. Fehér
Attilanak, tobbek kozott megértéséért és tiirelméért és hogy biztositott szamomra lehetéséget
¢és 1d6t a fokozat megszerzéséhez. Koszonettel tartozom tovabba a Kutatokdzpont korabbi és
jelenlegi féigazgatdinak, Dr. Dudits Dénesnek, Dr. Ormos Péalnak, Dr. Nagy Ferencnek, ¢és
Dr. Vass Imrének, a Novénybioldgia Intézet igazgatdjanak, hogy munkdmat tamogattak. A

dolgozat 1étrejottét a GINOP-2.3.2-15-2016-00001 palyazat tette lehetdveé.

Koszondm tovabba csaladom tamogatasat és tiirelmét, elsésorban férjemnek, Dr.

Mader Balazsnak, gyermekeimnek Annanak és Andrasnak és sziileimnek.
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9. OSSZEFOGLALAS

Az extremofil fajok értékes forrasai lehetnek a stressztolerancidban szerepet jatszo
géneknek, amelyek alkalmazasaval a gazdasagilag fontos novényfajok stressztiird képességét
is javithatjuk. Munkdnk soran tigy modositottuk a kutatdcsoportunkban korabban kidolgozott
indukalhatd6 ¢cDNS taltermelésen alapuld genetikai rendszeriinket (COS), hogy a Lepidium
crassifolium (sziki zsazsa) soOtiir6 novényfajbol késziilt cDNS konyvtarunkat egy jol
jellemzett modell novényben, az Arabidopsis thaliana-ban, fejeztethessiik ki. Kutatasunk
kezdetén jellemeztiik a Lepidium crassifolium so és szarazsag toleranciajat laboratoriumi
koriilmények kozott, és azt Osszehasonlitottuk a halofita Eutrema salsugineum-mal és a
glikofita Arabidopsis thaliana-val. Vizsgaltuk a gyokérhosszisag és a fotoszintetikus
paraméterek valtozasait, illetve a novények prolin tartalmat a talaj emelkedd
sokoncentraciojanak fiiggvényében. Megallapitottuk, hogy a L. crassifolium szarazsag és

sotlirése hasonlit vagy meghaladja a mar ismert E. salsugineum noévények stressztiird

képességét.

Kutatdsi programunk elsé részében a Lepidium cDNS konyvtarral 40 ezer
transzgenikus Arabidopsis vonalat allitottunk el6. A Lepidium cDNS-eket tartalmazo
Arabidopsis ndvényeket oxidativ, s6 €és magas ozmotikus kezelésnek vetettik ald és
kivalasztottuk a megndvekedett toleranciat mutatd egyedeket. A sziirést in vitro végeztik,
mértilk a névények nodvekedési ilitemét és klorofill fluoreszcencia paramétereit. A gén
azonositas érdekében kidolgoztunk egy nagy ateresztdé képességli, nem invaziv, klorofill
fluoreszcencia valtozason alapulo 0 sziirési eljarast is. A fotoszintetikus paraméterek koziil a
PSII maximalis hatasfoka (Fv/Fm) és a PSII fotokémidjadnak relativ hatdsfoka (®PSII)
bizonyult a szlirés soran alkalmazhatonak. A Petri csészés rozetta méret valtozasokat az
altalunk fejlesztett MatLab alapt PlantSize szoftverrel mértiik. Osszesen, a két kiilonbozo
szlirési rendszeriinkben, 40 ezer vonal stressztlirését vizsgaltuk és végiil 20 olyan vonalat
azonositottunk, melyek emelkedett toleranciat mutattak. A kivalasztott vonalak egy részében
meghataroztuk a beépiilt Lepidium cDNS szekvenciakat. A beépiilt cDNS-ek 82%-a teljes
hosszusagu volt és teljes ORF-el (nyilt leolvasasi kerettel) rendelkezett, mig 18% esetében
hianyzott a cDNS 5’ vége. A Lepidium és az Arabidopsis fehérjék aminosav szekvenciainak
Osszehasonlitdsakor a homoldgia 84% volt. A klonozott cDNS-eket pCaM V35S promoter (S
sorozat) illetve pRD29A promdter (R sorozat) segitségével, fiiggetlen, transzgenikus

Arabidopsis novényekben fejeztettiik ki. Az igy eldallitott vonalak so, szarazsag és oxidativ
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stressztlird képességét iiveghdzban is vizsgaltuk. Ezzel az eljarassal bizonyitottuk, hogy a

halofita ndvénybdl szarmazé gének felelések a ndvények megvaltozott stressztiiréséért.

A teljes hosszisagi cDNS-ek kozott azonositottunk egy feltételezhetden Lepidium
GDSL lipazt, amelynek Arabidopsis homoldgja az endoplazmatikus retikulum (ER)
integritasanak fenntartasaban, a fehérje transzportokban ¢s az ER-hez kapcsolhatd védekezo
reakciokban veszt részt. Az ozmotikus stresszhatas alatt is kiemelkedd fotoszintetikus
paraméterekkel rendelkez6 PL127P4-es vonalbdl pedig egy ACBP domént tartalmazé fehérje
homologjat izolaltuk. Az ACBP domént tartalmazo fehérjék jellemzden foszfatidil-kolint és
acetil koenzim A-t kotnek, igy védik meg azokat a degradaciotodl és a sejteken beliil ezeknek a
molekuldknak a szallitasaban is részt vesznek. Az ACBP-k a novényekben a stresszhatasok

utani helyreallitd folyamatokban is valosziniileg részt vesznek.

A novekedési és a fotoszintetikus paramétereken alapuld szlirésbol is azonositottunk
tobb, indukalo szertdl fliggetlen, toleranciat mutatd novényt is. A mi rendszeriinkben a T2-es
generacid novényeit hasznaltuk genetikai sziirésre. Ezért feltételeztiik, hogy a T-DNS
beépiilése altal okozott mutaciok hatdsdra megjelend fenotipusos eltérések is vizsgalhatdak és

ez magyarazhatja a konstitutivan megjelend toleranciat vagy hiperszenzitivitast.

A PL304Na0l-es vonal az indukdld szertdl fliggetleniil toleransnak bizonyult
szorbitol, paraquat és sokezelés soran. Meghataroztuk a T-DNS beépiilési helyét, amely az
At1g31830 gén 5’UTR régidjaba esett. Ez a genom szakasz az AtPUT2 (Polyamine uptake
transporter 2) fehérjét kodolja, amely egy aminosav széllito fehérje csalad tagja és mar
szerepel a tudomanyos irodalomban, PARAQUAT RESISTANT 1 (PAR1) néven. A PAR1
hidnyos mutans ndvények érzékenysége csokkent paraquatra, a tiltermeloké pedig megnétt. A
PL304Na0l-es vonal ndvényeiben szintén sériilhetett a paraquat transzportja a T-DNS

beépiilés kdvetkeztében és ez okozhatta a ndvények megemelkedett paraquat tiirését.

A PL803Na03 vonalnal iiveghazi s6 kezelés hatasara a fotoszintetikus paraméterekben
megfigyelhetd csokkenés kisebb mértékii volt mint a vad tipust kontroll novényeké és az

eltérés szintén indukalo szertdl fliggetlen volt.
Fontosabb eredményeink a kovetkezok:

-Jellemeztiik a Lepidium crassifolium stressztlir6 képességét.
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-Kifejlesztettiink egy in vitro, fotoszintetikus paramétereken, és egy rozetta

novekedésen alapulo szilirési rendszert.

-Kidolgoztunk egy 10j genetikai rendszert, amely lehetdvé teszi a fajok kozotti

véletlenszerli génatvitelt és az ellendrzott taltermelésen alapuld génazonositast.

-Bizonyitottuk, hogy a rendszer segitségével lehetséges a stressztoleranciat

befolyasold gének azonositasa, izolalasa, jellemzése.

-Tobb Lepidium gén esetében bizonyitottuk, hogy alkalmasak a glikofita ndvények

stressztlirésének javitasara.

A modositott sziirési rendszer segitségével azonositott gének alkalmasak lehetnek
mezdgazdasagilag fontos fajok genetikai anyaganak javitasara. Ezen eredmények
hozzajarulhatnak ahhoz, hogy a szarazsdg ¢és a sostressz molekuldris hatterét jobban
megismerjik. A kutatdmunka a Bayer CropScience (Gent) céggel folytatott tudomanyos

egylittmiikodés sordn, egy alkalmazott kutatasi projekt keretében valdsult meg.
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10. SUMMARY

Extremophile plants are valuable gene sources of tolerance traits that have different
functions in stress tolerance. Through the application of these genes, we can elevate the stress
tolerance of crop plants. We have employed the modified Conditional cDNA overexpression
system (COS) to transfer a cDNA library from the halophyte Lepidium crassifolium to the
glycophyte model species Arabidopsis thaliana. We characterized salt and drought tolerance
of Lepidium crassifolium plants and we compared it with Eutrema salsugineum and
Arabidopsis thaliana. We examined the changes in root length, in photosynthetic activity and
in prolin content of the plants, during different salt treatments. We found that salt and drought
tolerance of L. crassifolium is comparable or better to E. salsugineum, a well-known

halophytic relative of Arabidopsis.

The transgenic Arabidopsis plants, which contained and expressed Lepidium cDNA,
were screened for tolerance to oxidative, salt and high osmotic stress, allowing the
identification of individual plants with increased stress tolerance. The screens were done
under in vitro conditions where growth rate and the chlorophyll fluorescence of plants were
also investigated. In order to identify new genes, we developed a high throughput and non-
invasive new screening system based on chlorophyll fluorescence imaging. The maximal PSII
quantum yield (Fv/Fm) and the effective PSII quantum yield (®PSII) were the most
characteristic parameters for chlorophyll fluorescence based screening. We followed the
changes in rosette size with our own developed computer application called PlantSize, a
MatLab based computer software. With PlantSize it is possible to measure the fresh weight,
dry weight and the color (HUE) of plants. Based on the HUE values PlantSize can estimate
the chlorophyll and anthocyanin content of Arabidopsis rosettes. We screened all together
40000 transgenic lines with the two different screening systems, and identified 19 lines with
elevated stress tolerance. We have amplified the cDNA insert from selected lines and
determined the nucleotid sequences of the inserted DNA. The 82% of inserted DNA were full
length with full open reading frame, and in 18% they have missed the 5’end of cDNA. Having
compared the Arabidopsis and Lepidium amino acid sequences, we found that their homology
was over 85%. Extensive validation was performed to confirm the tolerance characteristics
associated with the identified genes. We introduced the identified cDNA sequences into plant
expression vectors with promoters pCaMV35S or RD29A. We transformed wild type
Arabidopsis plants with these constructs to confirm the capacity of the cDNA clones to

elevate stress tolerance of in vitro and greenhouse grown plants.
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The PL127P4 line showed elevated stress tolerance and higher Fv/Fm value during
osmotic stress treatment only in the presence of estradiol. The predicted Lepidium protein has
a typical ACBP domain. Such proteins are involved in phosphatidylcholine and Acyl-CoA
binding, protecting acyl-CoAs from degradation by microsomal acyl-hydrolases and
functioning as intracellular carriers of Acyl-CoA esters. ACBPs have been implicated in post-

stress membrane repair mechanisms.

The PL542Nal line was derived from a plant, which grew better on high salt medium.
PL542Nal plants were more tolerant to salt stress than Col-0 in the presence of estradiol, but
were similar to wild type in the absence of the inducer. Based on the inserted cDNA sequence
the predicted amino acid sequence showed the highest similarity to the GDSL-like lipase/
acylhydrolase family protein MVP1/GOLD36/ERMO3, encoded by AT1G54030 in
Arabidopsis and were named LcMVP1. The AtMVP1 is implicated in maintenance of
endoplasmatic reticulum integrity, protein trafficking and endoplasmatic reticulum-related

defenses.

In several lines tolerance to the selected trait was not dependent on estradiol induction
of the inserted cDNA. In such lines either T-DNA insertion or an independent mutation can
be responsible for the observed phenotype. The line PL304Na01 was identified by screening
for enhanced growth on high salt medium. The line showed enhanced tolerance to salt,
sorbitol and paraquat under in vitro conditions. To identify the T-DNA insertion site in the
Arabidopsis genome, the flanking genomic region was amplified by TAIL-PCR, sequenced
and the insertion mapped by sequence homology search. Single PCR fragment was obtained,
and the T-DNA insert was localized into the 1st intron of the 5 UTR region of AT1G31830
gene, 135bp upstream from the ATG. AT1G31830 Encodes PUT2, Polyamine uptake
transporter 2, an amino acid permease family protein. Interestingly, the protein was recently
described as PARAQUAT RESISTANT 1 (PAR1), which was shown to be involved in
paraquat transport. Mutation of PAR1 reduced paraquat sensitivity, while overexpression has
enhanced it. Chlorophyll fluorescence of salt-stressed PL803Na3 plants were less affected
than wild type. While Fv/Fm values of Col-0 plants gradually decreased during salt irrigation,
Fv/Fm of PL803Na3 was only slightly reduced. Mapping the T-DNA insertion by sequencing
the flanking genomic region revealed that it took place in the 3’ region of the gene
AT2G39010. The gene encodes the Plasma membrane intrinsic protein 2E (PIP2E, AtPIP2,6),
which has water channel activity. The fact that the T-DNA is located downstream of the gene

can question the assumption that it is responsible for the salt and sorbitol tolerance in this line.
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We demonstrated that the properly designed COS system is suitable to explore natural
variability of wild species, facilitate interspecific gene transfer and contribute to our efforts to
understand molecular bases of drought and salt tolerance. Identified genes can further be
utilized as molecular tools to improve stress tolerance of crops.

This project was supported by funding from Bayer CropScience as cooperation
between the company and our research team.
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12. FUGGELEK

Fiiggelék 1.tablazat. Az Arabidopsis transzgenikus névényekben beépiilt T-DNS-ek felszaporitasdhoz
és azonositasahoz hasznalt primerek listdja.

Rrimer neve: Primer szekvencia:

pTCRE8A5’ 5’ GCTTGGGCTGCAGGTCGAGGCTAA 3’
pTCLEXA3’ 5" ATTAGAATGAACCGAAACCGGCG 3
p35S 5> ACAATCCCACTATCCTTCGC-3’
RD29B5’ 5’GTGAGACCCTCCTCTGTTTTACTC 3°
pTCO35SNEWS’ 5’GCAGGACGATCCGTATTTTTACAAC 3°

B ERBAS' p35S2 LEXA3'
RB — P
XVE bar LexA — LB
ex
P35S2 Cab22L PSSuAra cDNA
I I | {3A I
° e attB1 attB2

Fiiggelék 1.abra A pTCES vektor szerkezeti dbrdja. A vektor tartalmazza a pSSuAra-bar-3°g7 marker
gént, amely a BASTA rezisztenciat biztositja. Tartalmaz tovabba egy kodon optimalizalt XVE
transzkripcios faktort kodolo szekvenciat, amelyet a pCAMV35S promoter szabalyoz. A vektoron az
expresszios kazetta a LexA prométerbdl, a Gateway kazettabol (attR1-CmR-ccdB-attR2), és a pAocs
terminator szekvenciabol all. A vektor bakteridlis szelekcios markere a Sm/SpR és a replikacios origoi

a ColEl és a pVS1. A) A vektor sematikus dbraja. B) A T-DNS régio térképe.
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A

gcattatgattttattttgactgatagtgacctgttcgttgcaacaaattgatgagcaatgcttttttataatgce
caactttgtacaaaaaagttggcggccgccecctctgatcttttcaATGGTGACTTCCAGATCTCATTTCTTCTTAC
TATTCACTACTTTACTACTTCTTCTTCCCACTGTCTCCTTCGCTCAATCACTCTTTGTGTTCGGTGATGGCCTTT
ATGACGTCGGAAACAAGCAGTTTCTGTCTGAGAATCGAGTCGACGCTGACTTTCCTCCTTATGGTGTCACTTTAG
GACATCCTACTGGACGATGGTCTGATGGTCTTATTGTTCCTGATTATCTTGCTATTTTCATGGGAATTCAACCAA
TTCAGCCGTTTCTTCTTGCTACGGCGAATTTTTCTCACGGAGCTAACTTCGCCATCGCCAACGCCACCGTTCTTG
GCTCCCCTCTGGAGACGATGACTCTGTCTCAACAAGTGATGAAATTCTTTGGAAATAAAAATAAATGGACAAATC
AAACACTTTCTGAAGCTATCTACTTGATTAACATTGGCTCAGATGATTATTTGAACTATGCCAAGAATAATCCAA
GTCCCTCAGATAATCAGAAACAAGCTTTTGTGGCTCAAGTCATCACTACCATTGAAGCTGAATTAAAGGTGGTTT
ATGGAGCTGGTGGGAGGAAATTTGCTTTCCAGAACTTGGCTCCTTTAGGTTGCTTACCGGCTGTGAAACAAGCCA
ACGGTAATGTTCAAGAATGCGTGAAATTGCCTTCAGAACTGGCGGCTTTGCATAACAAGAAGCTGTTGCAGCTCT
TGGTCGAACTTTCACAACAACTCAGTGGTTTCCAATACTCGTTCTATGACTTCTTCAGCTCGATTCAAAACAGAG
TTATTAAGCCGAAGACTTACACATTCGAGACAGGAACCGCTGCTTGTTGTGGAACTGGCTCTGTTAATGGTAGCT
ATTGCTCAGTGAACAACGTATGCGCCAAGCCTGAAGAGTATATCTTCTTTGACGGTAAGCATTTGACTCAAGAAG
CAAACCTTCAGGTCGGACATTTGATGTGGGGAGCAGATCCGGAAGTGATTGGACCGAACAACCTTAGAGAGCTTA
TGGTCCTTCCTTTGGATCTTACAGTCATCTTAGGTGATATGCAAGAAGCTATGGCTGCTATGAGACCAAGGCAGC
GAAAAATTGAGAGTCTATATGATATTAAGAAGATGGAATCAGAGATGGAGAATCAATGGCTTTATCAAGTTGATA
GAGCTATGTCCTTTATGATCTAAgattgggcctatattatgatcaaaagccagaggctttaagagctactgtgaa
aactaaaacatctttccatgttttgtaataaacctacggccttcagtccactgaaatggataacgaagccgaagt
gtattggactcttctccaattcaataaaactacaagcccatcaatgaaggaaagcccaaatgttaagataaaaaa
aaaaaaaaaaaaaagaattcacccaactttcttgtacaaagttggcattataagaaagcattgcttatcaatttg
ttgcaacgaacaggtcactatcagtcaaaataaaatcattatttgcctcccagctgaaatcccececctataatgag

gc

B
MVTSRSHEFLLFTTLLLLLPTVSFAQSLEVEFGDGLYDVGNKQFLSENRVDADFPPYGVTLGHPTGRWSDGLIVPD
YLAIFMGIQPIQPFLLATANFSHGANFAIANATVLGSPLETMTLSQQVMKFEFGNKNKWTINQTLSEAIYLINIGSD
DYLNYAKNNPSPSDNQKQAFVAQVITTIEAELKVVYGAGGRKFAFQONLAPLGCLPAVKQANGNVQECVKLPSELA
ALHNKKLLOQLLVELSQQLSGFQYSEFYDFFSSIQNRVIKPKTYTFETGTAACCGTGSVNGSYCSVNNVCAKPEEY T
FFDGKHLTQEANLQVGHLMWGADPEVIGPNNLRELMVLPLDLTVILGDMQEAMAAMRPRORKIESLYDIKKMESE
MENQWLYQVDRAMSEFMI

Fiiggelek 2.abra A PL542Nal-es novenyben azonositott inszert szekvencia elemzése. A) A
cDNS szekvencia, a nyitott leolvasasi keretet (ORF) kék, nagybetiikkel jeleztiik. B) Az ORF alapjan

prediktalt aminosav szekvencia.
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A

gcggccgcttgatatcacaagtttgtacaaaaaagttggcggccgeccgeccgtecgtacactcatctattteecgtge
caatttcaacttctgacgtctgtcaattcwtcATGGGTTTGAAGGAGGAATTTGAAGAGCACGCTGAGAAAATAA
AGACGCTCACCGAGAGCCCATCCAACGAGGATTTGCTCATCCTTTATGGACTCTTCAAGCAAGCCAAGTTTGGAC
CAGTGGACACCGCCCGCCCTGGAATGTTCAGCCCGAAGGAAAGAGCAAAGTGGGATGCTTGGAAGGCTGTTGAAG
GGAAATCAACGGAAGAAGCCATGAATGACTACATCACTAAGGTCAAGCAACTCATGGAAGCAGCGGCTTCAACCT
GAtgaattaaatcaattctcctctgcagtaatttaatgtttaagecgtcaaataacatagcataagacttggttet
tgcttctgttgtgttttaatcattatgaatatttctacttctgacctttgtcttgatggtttgggtcatctecttg
tatgtgcttgataattggtctaaaatgaaaaatcttagtgctaattgaaatcattagttatgtttgggtcagtcc
atgatatgatcttgaatcggagatgaagcttattatatctacaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa

A fehérje szekvencian meghatarozott domén: [NEEE

Fiiggelek 3.abra A PL127P4-es vonal inszertjének szekvencia analizise. A) Az inszert nukleotid

szekvencidja, az ORF-et kék nagy betiikkel emeltiik ki. B) Az ORF-ré! prediktalt aminosav szekvencia.

Az ACBP doment piros kiemeléssel jeloltiik.
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Fiiggelék 4.abra A pTCO272RD29 és pTCO272R35S vektorok sematikus szerkezeti abrdja.
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A Konstitutiv CaM V35S promoterrel kifejeztetett LcMVP1
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Fiiggelék 5. dbra Az LcMVP1 ¢DNS expresszioja transzgénikus Arabidopsis vonalakban. A
transzkriptek kifejezédését Northern blot technikdval vizsgaltuk. A) Az LeMVPI transzkript az S12-es
T2-es névényekben. B) Az LeMVPI RD29A4 promdterrel az R12-es sorozat T2-es novényeiben. Az R12-
es sorozat novényeit 150mM NaCl-al kezeltiik a mintaszedés eldtt. A blottolt RNS mennyiségi
referencidjanak a Hybound membranon etidium bromiddal festett és UV fénnyel megvilagitott totdl
RNS-t vettiik.
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A Konstitutiv CaM V35S promoterrel kifejeztett LcACBP.
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Fiiggelék 6 dbra Az LcACBP ¢DNA kifejezédése transzgenikus Arabidopsis novényekben. A
transzkript szinteket Northern blottal vizsgaltuk. A) Az LcACBP transzkript az S16-os vonal
egyedeiben, ahol CaMV35S promoterrel fejeztettiik ki. B) Az RI6-os novényekben detektdalhato
kifejezédési szintek ahol a promoter a pRD29a volt. Az R16-os névényeket a mintaszedés eldtt 24
oraval 150mM NaCl oldattal kezeltiik az indukcio érdekében. A Hybond membranra kétott total RNS
mennyiségét etidium bromidos festékkel UV fényben fényképeztiik le.
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