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1. BEVEZETES

Napjainkban a globalis éghajlatvaltozas tekinthetd a vildgot leginkabb fenyegetd
kornyezeti problémanak. Az éghajlat valtozasa €s instabilitdsa miatt kialakul6 elsivatagosodas
és szarazsag atfogo szinten a szarazfold (54 millio km?) mintegy 40 %-at érinti (Jarraud, 2005),
egyre nagyobb mértéki terjedése a termoteriiletek folyamatos leromlasat eredményezi, ami a
mezdgazdasagi haszonndvények termoOképességének a romldsdhoz ¢és élelmezésiigyi
problémakhoz vezethet (Bates és mtsai., 2008).

A novények alkalmazkodasat a szélsdséges kornyezeti koriilményekhez molekularis
szinten szdmos tényezd koordindlja, a kiilonbdzd stresszmechanizmusok hatterében allo
szabalyoz6 haldzatok, metabolikus Gitvonalak feltérképezése fontos célpontja a ndvénybiologiai
alapkutatasoknak. Az Arabidopsis thaliana modell névényen végzett kutatasok révén szamos
olyan gént azonositottak, amelyek szerepet jatszanak a stresszhatdsok érzékelésében és
kivédésében, viszont extrém koriilmények kozott a stresszérzékenysége végett ez a ndvény nem
tanulmanyozhato. Erre a problémara nyujt megoldast a szdrazsag- és sotird extremofil
novények alkalmazisa, melyek koziil a halofitak fontos génforrasként szolgéilhatnak a
mezdgazdasagi novényfajok stressztiirésének fokozasdban (Ahuja és mtsai., 2010; Mishra ¢és
Tanna, 2017).

A novények fenotipusdt a kornyezet €s a genetikai allomanyuk széleskoriien
befolyasoljak, hatast gyakorolnak a ndvekedésiikre és fejlddésiikre, illetve fizioldgiai és
molekularis tulajdonsagaikra is. Ennek kovetkeztében a novények szerkezeti és fizioldgiai
tulajdonsagainak a preciz leirasara és megfigyelésére van sziikség a fenotipusuk jellemzése
soran. Az alapvetden pontos ¢és megbizhatd klasszikus moddszerek révén mindez
megvalosithatd, de sok esetben a ndvények megsemmisitésével és szamos hosszadalmas
analitikai 1épéssel €s méréssel jarnak, ezért a nagy szdmu kisérletek végrehajtasa sokszor
bonyodalmas vagy épp lehetetlen. A nagy egyedszdmu kisérletek elvégzése nem csak
1ddigényes folyamat, de szamos hibalehetdséggel jarhat. A nem invaziv képelemzd modszerek
fejlesztése és alkalmazdsa megoldast nyujt ezekre a problémédkra, mivel a képalapt
technologidk altal lehetdség nyilt szamos morfologiai és fiziologiai paraméter valds idejii és
nagyszamu mérésére, elemzésére (Furbank és Tester, 2011; Dhondt és mtsai., 2013; Rungrat és
mtsai., 2016). A legtobb képelemzé program ¢és automata fenotipizald rendszer komoly

programozoi hatteret €s anyagi forrast igényel, ami nem minden laboratérium szamara adott.
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A csoportunkban fejlesztett PlantSize in vitro fenotipizald program segitségével
alkalmunk nyilt a megvaltozott stressztoleranciat mutatd transzgénikus vonalak és mutansok
valos idejli, gyors és koltséghatékony jellemzése. Segitségével sikeresen azonositottuk a
kornyezeti stresszel szemben ellenalld Lepidium crassifolium SPQ (Small Paraguat resistance)
gént, alkalmazasaval bebizonyitottuk, hogy nem csak az Arabidopsis thaliana megfelel6jének,
de mindkét SPQ fehérjének fontos szerepe van a hormon- és egyéb ndvényi stresszvalasz

szabalyozasaban.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1 Kornyezeti stressz

Napjainkban az egyre széls6ségesebb kornyezeti hatasoknak koszonhetéen a novények
novekedéséhez és fejlodéséhez sziikséges optimalis feltételek nem mindig, néhany esetben csak
nagyon ritkdn és rovid ideig adottak, igy igen gyakran taldlkoznak kiilonboz6 gatld
koriilményekkel, stresszfaktorokkal. A stressz fogalmat el0szor Selye Janos hatirozta meg,
elképzelése szerint a specifikus impulzusokra az emberi szervezet nem specifikus modon, egy
altalanos adaptacios szindromaval reagal (Selye, 1936). A késdbbiekben ez a stresszelmélet
kiegészitésre keriilt és megallapitottdk, hogy a stresszreakciok a noOvényekben 1is
megfigyelhetdek, sot a ndvényi stresszel kapcsolatban azoéta szamos értelmezés és vélemény
kialakult. Az egyik legfrissebb szemlélet, ahol a termodinamika fG6tételeit ¢s a J-K-B:
kornyezet-hardver-viselkedés rendszert (Strasser 1988; Tsimilli és mtsai., 1996) alapul véve,
ugy tekintenek a stresszre, mint az optimalis termodinamikai egyensuly felboruldsara, mely
révén a novények ¢és kornyezet kozotti harmonia megsziinik, hiszen normal koriilmények kdzott
('nem-stressz’ allapot), az entropia mértéke a minimalis szinten van. Ha a stressz fogalmat
¢lettani szempontbol targyaljuk, akkor kijelenthetd, hogy a stresszreakcidk kialakuldsanak a
hatterében kiilonb6zd extrém kornyezeti tényezok, stresszorok allnak. Ezek lehetnek biotikus
és abiotikus tényezOk (Levitt, 1972). Mig a biotikus stresszt mas organizmusok generaljak (pl.
gombak, virusok, patogén faktorok), addig az abiotikus stressztényezdk koz¢é a kornyezet altal
kivaltott olyan fizikai és kémiai hatdsokat soroljuk, melyek hidnya vagy tobblete vezet az
elénytelen kovetkezmények kialakuldsdhoz. Ilyen lehet a vizhidny miatt keletkez6
szarazsagstressz vagy szikesedés kovetkeztében kialakuld sostressz, és homérsékleti stressz,
illetve az ezeket kiséré oxidativ stressz (Ahanger és mtsai.,, 2017). Mindezek széleskorti
ndvényi valaszreakciokat inditanak be, mint példaul a génkifejezddési mintazat és a sejtszintii
metabolizmus atalakitasa, a ndvekedés korlatozasa és a terméshozam csokkenése. A kornyezeti
stresszre adott novényi valaszokat nagymértékben befolydsolja maga a névény genotipusa €s
fejlodési allapota, tovabba a kivaltd kornyezeti hatas eréssége, id6tartama, a stresszhatdsok

egymas utani szama és mas stresszorok egyidejii jelenléte.



A novények szamara helyhez kotott életmodjuk kovetkeztében az egyetlen tulélési
lehetdséget az alkalmazkodés jelenti, melynek hatterében kétféle stratégia allhat. Ez lehet
kozvetleniil egy adott morfoldgiai és/vagy fizioldgiai valtozas, ami az idoszakos kedvezotlen
kornyezeti hatdsokra adott visszafordithatdo folyamat, mas néven akklimatizacios stratégia
(Lichtenthaler, 1998; Kranner és mtsai., 2010). Ennek eredményeképp a ndvény érzékeli a
kedvezétlen valtozast, de kiilonbozé folyamatok révén képes azt enyhiteni vagy kijavitani,
¢letképességét meglrizni. A kdrnyezeti tényezok negativ hatdsanak az ilyen mértéki elviselését
tolerancianak nevezziik. Adaptacidonak hivjuk a sok generacion at, hosszutavi kornyezeti
nyomas révén bekovetkezO genetikai valtozassal jard stratégiat. Ennek révén a ndvény nem
észleli, kitér a stressz eldl, ily mdédon semmilyen karosodéas nem éri. Ezt az 6rokletes evolucios
alkalmazkodasi mechanizmust nevezziik rezisztencidnak, melyre a legjobb példa a

xenobiotikumokkal (paraquat, glifozat) szemben kialakul6 rezisztencia (Szigeti, 2018).

2.2 Szarazsagstressz

Mez6gazdasagi és ndvényfizioldgiai szempontbol alapvetéen akkor beszéliink
szarazsagrol, amikor a novények szdmara a talajbol felvehetd vizmennyiség, példaul annak
alacsony nedvességtartalménak kovetkeztében, egy bizonyos iddszakra lecsokken. Mésrészt a
vizhiany akkor jon 1étre, amikor a levelek feliileti kiparologtatasa intenzivebb, mint a gydkerek
altali vizfelvétel. A kialakuld egyensulyhidny a vizfelvétel és novények vizvesztése kozott
elsdsorban akkor kovetkezik be, amikor a talaj vizpotencialja alacsonyabb, mint a gydkerek
vizpotencialja (Salehi-Lisar és Bakhshayeshan-Agdam, 2016). A szérazsag joforman az 6sszes
éghajlati Ovezetet érinti. Kialakulhat olyan kontinentalis éghajlaton is, ahol az éves
csapadékmennyiség eléri a megszokott szintet, de a magas hémérséklet kovetkeztében
hosszabb i1dére kiterjedd szarazsag, vagyis aszaly all be. Ezzel ellentétben vannak olyan
vidékek, ahol mindig alacsony a csapadékmennyiség, ezaltal folyamatos a szaraz klima, illetve
a sivatagi 0vezetek, ahol nagyon ritka az es6zések szdma (Mishra és mtsai., 2010). Szamos
sivatagi novény kiillonbozo stratégidkat (vizpazarlo, vizgyljtd, vizmentd) alakitott ki, ezaltal
képesek adaptalddni vagy akklimatizalodni az ilyen kdrnyezeti koriilményekhez, ide sorolhatok

az extrém szarazsagtiird xerofitak (Salehi-Lisar és Bakhshayeshan-Agdam, 2016).
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A vizstressz mértékét, vagyis a novények és a talaj hidrataltsagi allapotat azok relativ
viztartalmaval (RWC) vagy vizpotencial (V) értékeivel is jellemezhetjiik. Ha a talaj
vizpotencial értéke csokken, az még nehezebbé teszi a novények szdmara, hogy vizet vegyenek
fel, ami sz¢éleskort valaszreakciokat indukal annak kovetkeztében, hogy elkertiljék a vizhianyt,
illetve lehetové valjon a vizfelvétel alacsony vizpotencidl mellett. Az els6dleges védekezési
mechanizmus ezen dallapot elkeriilésére a vizpotencidl magasan tartdsa, ami a vizfelvétel
novelésével ¢és a vizveszteség csokkentésével oldhatdo meg, amihez rovidtdvon a
sztdmazarodasra, hosszu tavon példaul a gyokér/hajtas ardnyanak, vagy a szovetek vizraktarozo
képességének megvaltoztatasara, fokozasara van sziikség. Fontos megemliteni, hogy névények
vizhidnyos allapota nem csak szdrazsag esetén alakul ki, hanem sostressz ¢és hidegstressz

kovetkeztében is (Kramer és Boyer. 1995; Verslues és mtsai., 2006; Zivcak és mtsai., 2016).

2.2.1 Ozmotikus stresszreakciok

A megfeleld vizpotencial fenntartasa érdekében a ndvények kiilonb6z6é biokémiai és
¢lettani stratégiakat alakitottak ki, ezek kdz¢ sorolhato a dehidrécio eltirésével (metabolikus és
hormonalis valtozasok, reaktiv gyokok semlegesitése) kapcsolatos valaszreakciok vagy az
elkertilési stratégia koz¢ sorolhatd ozmotikus adapticid mechanizmusa. Az alkalmazkodassal a
novények elérik, hogy a sejt ozmotikus potencidlja és ezen keresztiil a vizpotencidlja is
csokkenjen, és a vizfelvétel tovabbra is megoldhat6 legyen. Ebben a folyamatban meghatarozo
szerepik van az ozmolit anyagoknak (prolin, glicin-betain, mannitol) és az aquaporin tipusu
transzportereknek is. Az ozmotikus stressz irreverzibilis hatassal van ezen oldott anyagok
szintézisére, mivel megvaltoztatja az egyensulyt az eldallitasuk és lebontasuk kozott (Szabados
¢és mtsai., 2011). A dehidracio kovetkeztében létrejové prolin felhalmozdodast mar szamos
novényben kimutattdk, mennyisége 0Osszefliggést mutathat a ndévények szarazsagtiird
képességével. A prolin ozmoprotektans szerepén kiviil egy tobbfunkcids aminosavnak szamit,
szerepet jatszik a mitokondrialis folyamatok modulalasédban, hatassal van a sejtosztodasra és a
sejthalélra, illetve a génexpresszid szabdlyozasaban is részt vesz, igy fontos szerepe van a
novényi regeneralodasi folyamatokban stresszt kovetden (Verslues és mtsai., 2006; Szabados
¢és Savouré, 2010). A prolin és mas ozmolitok mint példaul szorbitol, mannitol, mio-inozitol
ozmotikus adaptaciotol fliggetlen szerepét, vagyis antioxidans funkcidjukat, mint szabad gyok

kioltok mar koran felismerték (Smirnoft és Cumbes, 1989).
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Masik lehetséges mechanizmus az ozmotikus potencidl egyensulyban tartdsara a
plazmamembran vizateresztd képességének a szabdlyozdsa, ami a vizcsatorndk vezérlésével
érheté el. Arabidopsisban 35 aquaporin gén talalhatd, melyek koziil 13 a PIP (Plasma
membrane Intrinsic Protein) csaladba tartozik, amelyekr6l atirodd mRNS mennyisége
jellegzetes valtozast mutat szarazsag hatdsira. Abszcizinsav (ABS) hatasara mind a 13
aquaporin gén eltéréen reagalt, ebbdl arra kovetkeztettek, hogy az PIP gének kifejezddése
ABS-fiiggd és fiiggetlen utvonalon 4t is szabalyozodik (Jang és mtsai., 2004). 10 esetben
azonositottak tonoplaszt lokalizalt aquaporinokat (TIP), melyek a tonoplaszt permeabilitasat
szabalyozzak és kiilonbozd szerv- szovet- és sejtspecifitidssal rendelkeznek, és kiilonbozo
mértékben reagalnak a stresszre, illetve az abszcizinsavra (Finkelstein, 2013). A halofita
Thellungiella salsuginea-ban a TIP1;2 géneknek meghatarozd szerepiik lehet az extrém
kornyezethez torténd adaptacio kialakuldsdban. Wang és munkatarsai (2014) megfigyelték,
hogy a TsTIP1;2 taltermeltetése a transzgénikus Arabidopsis novényekben csokkentette a
vizvesztés mértékét szarazsag alatt, valamint szabalyozta a hidrogén-peroxid (H202)
transzportjat és vakuolumba torténd kivalasztisat és elimindldsat, ezaltal eldsegitette a
paraquattal szembeni oxidativ stressz tolerancia kialakulasat is. Tovabba sostressz hatasara
fokozta a Na* vakuolumba torténd szekvesztralasat. Az aquaporinok harmadik alcsaladjaba
tartoz6 NIP-ek (Nodulin26-like Intrinsic membrane Proteins) 9 homoldgjat azonositottak eddig
Arabidopsisban, melyek a vizzel egylitt a tapanyagok (bor, szilicium, karbamid) felvételét és
transzportjat szabalyozzak. Az ER (endoplazmatikus retikulum) lokalizalt harom SIP (Small
Basic Intrinsic Proteins) ismeretlen funkciot tolt be (Maurel és mtsai., 2008).

A széarazsag esetén fellépd ozmotikus nyomas valtozasat elsésorban az AtHK 1 hisztidin
kinaz érzékeli. cDNS-ét dehidratalt Arabidopsis névénybdl izolaltak és megallapitottak, hogy
strukturalis hasonlosagot mutat az éleszté SLN1 (Synthetic Lethal of N-end rule 1)
ozmoszenzorhoz. Emellett az AtHK1 szerepét az is alatdmasztja, hogy cDNS-ét taltermeltetve
nem csak az sInl éleszt6 mutansban sikeriilt komplementalni annak hémérséklet-érzékeny
fenotipusat, de az slnlshol (SHO1-Synthetic, High Osmolarity-sensitive 1) dupla mutans
soérzékenységét is helyredllitotta (Urao és mtsai.,, 1999). Transzkript analizisek sordn
megallapitottak, hogy szerepet jatszik tobb ABS altal indukalt gén és transzkripcios faktor
(AREB1, ANAC, DREB2A) kifejez6désének a szabalyozasaban, melyek kozott egyarant
talalhatok ABS-fiiggd és -fliggetlen indukciot mutatd faktorok, igy ez a szenzor mindkét

jelatviteli Gt szabalyozasaban szerepet jatszik (Tran és mtsai., 2007).
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Ujabb tanulmanyok felvetették a kérdést, hogy vajon az AtHK1 tényleg egy kozvetlen
ozmoszenzor vagy a szarazsagtolerancia kialakulasaban jatszik szerepet, mint pozitiv
szabalyozé elem, mivel az athkl mutans sztomazard sejtjeinck megnovekedett szama miatt
mtsai., 2008). Mindez arra utal, hogy az Arabidopsis hisztidin kinaz 1-nek szerepe lehet az
alacsony vizpotencidl érzékelésében, de nem az egyetlen ozmoszenzor (Kumar és mtsai., 2013).
A nemrég azonositott OSCA1 (Hyperosmolality-gated Ca?* permeable channel 1) ismeretlen
plazmamembran Ca?* csatorna fehérjérél bebizonyosodott, hogy hiperozmolaritas hatasara
aktivalodik és hasonlosagot mutat a TRPV4 (Transient Receptor Potential cation channel
subfamily V member 4) allati ozmoszenzor fehérjével (Yuan és mtsai., 2014). Az MCAL1 és
MCA2 (MID1-Complementing Ativityl, 2) fehérjék feltételezhetden a Ca®* aramlasat segitik
hiperozmotikus sokk és mechanikus behatas kovetkeztében (Haswell és Verslues, 2015). A
biotikus kdrnyezeti jelekre jellemzé informaciot kodolnak, ily médon Ca®* -fiiggd proteinek
aktivalasa révén (pl. kalmodulin, receptor-szerti kindzok) kiilonb6zo valaszreakciokat valtanak
ki (Dodd és mtsai., 2010). A jeltovabbité rendszerek szintjén nem csak a Ca?* jatszik fontos
szerepet, mint masodlagos hirvivé, hanem bizonyos hormonoknak is meghatarozott funkcidjuk

van benne.

2.2.2 Abszcizinsav szerepe

Az ABS hormon a ndvények novekedése és fejlddése soran szamos fiziologiai folyamat
szabalyozasaban kozrejatszik (embriofejlddés késdi szakaszaban, mag érése, csirdzas, viragzas
¢és gyokeér fejlédése). Az egyik legfontosabb funkcidjat, mint stresszhormon tolti be, mivel részt
vesz a kéros kornyezeti hatasok elleni védekezés iranyitdsaban. FO funkcidja ezaltal az
abiotikus (és részben biotikus) stressz valaszok szabalyozdsdban van, elengedhetetlen
komponense az ozmotikus stressz (szarazsag és sotlirés) altal kivaltott jelatviteli rendszernek.
Indukalja a sztomazarodast, génexpresszids valtozasok kialakuldsdban, tovabba a dehidracioval
kapcsolatos folyamatok iranyitasaban is részt vesz (Finkelstein, 2013). Hatasat a novényi
szovetekben koncentracioja fiiggvényében fejti ki, ami szintézise, inaktivalddasa (konjugacio
gliikézzal vagy aminosavakkal, oxidativ degradacio6 révén) és transzport folyamatain keresztiil

szabalyozott (Daszkowska-Golec, 2016).
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2.2.2.1 Abszcizinsav anyagcsere folyamatai

Az ABS bioszintézisének utvonalat elsésorban abszcizinsav hianyos mutansok (aba)
segitségével tartak fel Arabidopsisban (Milborrow, 2001). A bioszintézis az izopentenil-
difoszfatbol indul és tobb 1épésen keresztiil a karotinoidok bioszintézisének utjat koveti. Az
elsé lépések a kloroplasztiszban zajlanak, a tovabbiak pedig a citoplazmaban (xantoxin
oxidacidja). Kulcs enzimjeit kodold gének, mint példaul a zeaxantin-epoxidaz vagy a xanthoxin
eloallitasaért felelds 9-cis-epoxikarotenoid-dioxigenaz enzimeket kodolo AtZEP és AtNCED3
szarazsag altal indukaltak (Park és mtsai., 2008; luchi és mtsai, 2001). Az ABS lebontasa
hidroxiléacios (7, 8-as €s 9-es szénatomon) reakcid révén megy végbe, melyek koziil ABS 8-
hidroxilacids utvonal tekintheté dominansnak, amit a citokromkotott PA50 monooxigenazok
katalizalnak (CYP707A1, CYP707A2, CYP707A3). A CYP707A géncsalad tagjainak
transzkripcios szintje abiotikus stressz, szaritas és exogén ABS hatasara indukalodik (Okamoto
¢és mtsai., 2006). Az abszcizinsavnak szamos konjugatuma és azok metabolitja is ismert, ezek
kozil a legelterjedtebb a gliikoz észtere, ami a vakudlumban ¢és feltételezhetéen az ER-ben
raktarozodik el, majd szarazsag €s so stressz hatasara az ER ¢€s vakuoldris -gliikozidazok altali
dekonjugéacio révén ujra aktiv formaba keriil. Az ABS gliik6z-észter importjat és ezaltal
vakuolaris szekretalasat az ABC (ATP (adenozin-trifoszfat) -Binding Casette) transzporterek
végzik (Burla és mtsai., 2013). A B-gliikozidaz csaladba tartoz6 BGLU10 (Beta Glucosidase
10) taltermeltetése megndvelte a transzgénikus Arabidopsis novények szarazsagtlirését,
koszonhetéen a magasabb B-gliikkoziddz aktivitdsuk eredményeként megnovekedett ABS

szintnek, illetve az ABS altal kivaltott alacsonyabb vizvesztésnek (Wang és mtsai., 2011).

2.2.2.2 Abszcizinsav transzportja

Szamos ABS fiziologiai hatdsaival ¢és biofizikai tulajdonsagaival foglalkozo
tanulmanyban leirtak, hogy a gyokér €s levél kozotti dramlasa kétiranyu (xilém és floém
szallitoszovetekben) diffiizigja révén kovetkezik be. A folyamat magyarazatara allitottak fel az
“ionikus csapda modell’-t, mivel az abszcizinsav protonalt gyenge savként képes atdiffundalni
a lipid kettOsrétegen, viszont anion fomaja mar nem (Boursiac és mtsai., 2013; Finkelstein,
2013). Az ABS szintézise és érzékelése szinte minden sejttipusban (pl. szallitdszovet,
zardsejtek, endospermium és embri6 szovetek) megfigyelhetd és a kozottiik 1évo kapesolat nem
minden esetben magyarazhat6 a hormon diffaziv transzportjaval, ami specifikus transzporterek

kozremiikddésére enged kovetkeztetni.
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Az abszcizinsav ATP fiiggd exportjaért a vakuolaris szovetekben az AtABCG25 gén
felelds, és bizonyitottan szerepe van a sztdmazarddas szabalyozasaban (Kuromori és mtsai.,
2010). A PLEIOTROPIC DRUG RESISTANCE 12 (PDR12/ABCG40) a hormon
plazmamembranon keresztiili felvételéért felelds, hianymutdnsainak a sztomai lassabban
csukodtak be ABS kezelés hatasara. A pdrl2 mutansok szarazsagra is érzékenyebben reagaltak,
mint a vad tipusi novények (Kang és mtsai.,, 2009; Kang és mtsai., 2011). Nemrégiben
azonositottak az NPF (NRT1/PTR Family) fehérjék szerepét az ABS transzport folyamatokban.
Az SLCI15 csaladba tartozoé PTR (Peptid Transporter) fehérjék di- vagy tripeptidek és peptid-
szerli drogok szallitasat végzik, mint példaul a B-laktdm antibiotikumok. A csalad elsd tagjat, a
nitrat transzporter NTR1.1-et, ndvényekben azonositottak eldszor. Tobb tagjat is jellemezték,
melyek a hisztidin, auxin, gliikkozinolat és az abszcizinsav szallitasaért felelések (Boursiac és
mtsai., 2013). Arabidopsisban azonositott 53 NPF koziil az NPF4.6, NPF4.1, és NPF4.5 — és
tovabbi 7— bizonyitottan szerepet jatszanak az ABS transzportjdban, melyek koziil a
vakudlumban expresszalod6 NPF 4.6 null mutdnsa nyitottabb sztomai kovetkeztében

alacsonyabb feliileti hdmérséklettel rendelkezett, mint a vad tipust névények (Corratgé-Faillie

és Lacombe, 2017).

2.2.2.3 Abszcizinsav jelatviteli mechanizmusa

A microarray és RNS-szekvendlds technologidk, mint modern analitikai modszerek
lehetové teszik az egész genomra jellemz6 transzkript profilok azonositasat. Arabidopsisban
kozel 2000 szarazsagra indukalodd gént azonositottak, amelyek nagy része ABS kezelés
hatasara is aktivalodott, viszont atfedést taldltak mas hormonokkal (jazmonsav, auxinok,
citokininek, etilén, brasszinoszteroidok €s gibberellinek) és mas kornyezeti faktorokkal (fény,
biotikus stressz) is (Huang és mtsai.,, 2008). A szaraz vagy szikes kornyezethez valo
alkalmazkodast szamos gén szabalyozza, melyek két nagy csoportra oszthatok. Az egyik az
abiotikus stressztoleranciaval kapcsolatos végrehajto, védd funkcidju fehérjék, mint példaul a
chaperonok, LEA fehérjék, ozmotinok, RNS-kot6 fehérjék illetve az ozmolit bioszintézis kulcs
enzimjei, mint példaul a vizcsatorna fehérjék, cukor- €s prolin transzporterek, detoxifikacios
enzimek €s szamos proteaz Sth. A masik csoport a szabalyozasban résztvevo szenzor fehérjék,
protein kinazok és foszfatazok, foszfolipid metabolizmus enzimjei és transzkripcios faktorok

(Ramanjulu és Bartels, 2002; Yamaguchi és Shinozaki, 2006).

15



A génexpresszios szabalyozasban a transzkripcids faktoroknak (TF) van az egyik
legfontosabb szerepiik, amik a cél gének promoéterének specifikus Cisz-hato elemeit felismerve
szamos gén expressziojat befolyasolhatjak. Vizhianykor kifejez6dé gének indukcioja végbe
mehet ABS-fiiggé és ABS-fiiggetlen tutvonalon. A cisz-szabalyozd elemek vizsgalata
ravilagitott arra, hogy az ABS-fliiggd gének promoter régidja tartalmaz egy konzervalt ABRE
(ABA Responsive Element, PyYACGTGG/TC) szabalyozé motivumot, amelyeket bazikus
leucin cipzar (bZIP) csoportba tartozd transzkripcids faktorok, AREB (ABRE-Binding
Proteins) vagy ABF (ABRE-Binding Factors) ismernek fel. Alcsaladjukba tartozo
AREB1/ABF2, AREB2/ABF4 és ABF3 mind pozitiv szabalyozo elemei a szarazsagstressz
hatasara mikodésbe 1ép6 ABS jelatviteli utaknak (Narusaka és mtsai., 2003; Fujita és mtsai.,
2013; Liu €s mtsai., 2018).

Az ozmotikus stressz soran a felhalmozodott abszcizinsav komplexet képez a
PYR/PYL/RCAR (Pyrabactin-Resistance 1/  Pyrabactin-Resistance  Like/Regulatory
Component of ABA Receptor) receptor fehérjékkel, ahol alloszterikus ligandként viselkedve
konformacios valtozast hoz létre, ezaltal aktivalva a miikodésiiket. A receptor-ABS komplex
koti a PP2C (Protein Phosphatases type-2C) fehérjét, ami az SnRK2 (Snfl (Sucrose-Non-
Fermentation 1) -Related Kinases Subfamily 2) felszabadulasahoz vezet (Zhang és mitsai.,
2015; Daszkowska-Golec, 2016). A gatlas aldl felszabadult SnRK2 kinazok a hosszabb
jelatviteli Ut soran képesek a szubsztrat fehérjéket, mint példaul az AREB/ABF transzkripcios
faktorokat foszforilalni és ezaltal a cél gének transzkripcidjat aktivalni. (Narusaka és mtsai.,
2003; Fujita és mtsai., 2013; Liu és mtsai., 2018). A rovid jelatviteli ut alatt az SnRK?2.6 kinaz
a sztomasejtek ioncsatornainak foszforildciojan és a plazmamembran depolarizacidjan
keresztiil szabalyozza a sztomak zarddasat (Zhang és mtsai., 2015; Daszkowska-Golec, 2016),
ahol a PP2C foszfatazok kozé tartozo, ABI1 (ABA INSENSITIVE 1), ABI2 (ABA
INSENSITIVE 2), és a HAB1 (HYPERSENSITIVE TO ABAL) tehat negativ szabalyozo
elemként funkcionalnak (Ma és mtsai., 2009; Park és mtsai., 2009). Az SnRK2.6/0OST1 (Open
Stomata 1) kinaz (1. abra) a vizhianyos allapotokra aktivalodva foszforildlja a sztéma feliiletén
1év6 SLAC1 (Slow Anion Channel Associated 1) és QUAC/ALMT12 (Quick Anion Channel
1/Aluminum Activated Anion Channel 12) fehérjéket. A SLAC1 egy plazmamembran S-tipusu
(Slow-Activating Sustained 1) anioncsatorna fehérje, miikodését az ABS, CO, Ca?*, NO és
H2O> serkenti. A QUACL/ALMTI12 fehérje pedig a gyors anion aramlast szabalyozza a
zarosejtekben. Az SNRK2.6/0ST1 a KAT1 (Potassium Channel in Arabidopsis thaliana 1)
kation csatornakat is foszforilalja igy gatolja a kalium ionok transzportjat, ami a sztoémak zarva

tartasahoz sziikséges (Daszkowska-Golec, 2016).

16



A BAK1l (BRI1 Associated Receptor Kinasel) szintén komplexet képez az
SnRK2.6/0ST1-el ¢és pozitiv iranyitdja a szarazsagstressz hatasara bekovetkezo
sztomazarédasnak. A SnRK2 kinaz komplex a PIP tipusi aquaporinok, pl. a PIP2;1
foszforilacidjaban is részt vesz. A PIP2;1-nek nélkiilozhetetlen szerepe van a zarosejtekben az
ABS hatasara keletkez6 ROS-ok felhalmozodasaban. A pip2;1 mutans ABS kezelés hatasara
képtelen felhalmozni elegendé ROS-t és ezért nem tudja bezarni a sztémait (Daszkowska-
Golec, 2016).

ABS 4ltal indukalt sztomazarédast a masodlagos jelatvitelt biztositd reaktiv
oxigénformak is pozitivan szabalyozzak. A plazmamembran lokalizalt AtrbohD és AtrbohF
NADPH (nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat) oxidazokat szintén az SnRK2.6/OSTI
foszforilalja és ezaltal aktivalja dket, ami H20: felszabaduléssal jar. A képz6dd ROS tovabbi
jelatviteli reakciokat indithat be, amik sztdmazarédashoz vezetnek, illetve specifikus
génkifejezodési valtozasokkal jarnak. Wang és munkatarsai (2013) a pyrl/pyll/pyl2/pyld
receptor mutans vizsgalataval bebizonyitottak, hogy a receptor-ABS komplex altal szabalyozott

folyamatoknak a kezdd 1épése a Ca?" csatorndk H20; altali aktivéacidja.

1. abra: SnRK2.6/OST1 szabalyozé szerepe szarazsagstressz alatt. Az ABS-fiiggd

sztdmazarddashoz sziikséges jelatviteli folyamatok (Daszkowska-Golec, 2016).

Az ozmotikus stresszvalaszt az ABS hormontol fliggetlen szabdlyozasi rendszerek is
ellendrzik. Az ilyen jelatvitelt kdzvetito legfontosabb TF csaldd az AP2 (APETALA2) DNS
kotd doménnel rendelkez6 DREB1/CBF, illetve a DREB2 tipust fehérjék, amelyek DRE
(Dehydration-Responsive Element, A/IGCCGAC) vagy CRT (C-Repeat) cisz-szabalyozo

elemekhez kapcsolddnak.
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Fontos megemliteni még a MYB/MYC ¢és WRKY, tovabbad a NAC transzkripcids
faktorokat, mint a szarazsag ABS-fiiggetlen szabalyozoit (Narusaka és mtsai., 2003; Fujita és
mtsai., 2013). Ujabb tanulmanyok felvetették ABS-fiiggé és ABS-fiiggetlen Gtvonalak kozotti
kolcsonhatas lehet6ségét, mivel az SnRK2 kinazok nem csak az AREB/ABF gének, hanem a
DREB2A, DREB1A és DREB2C-et is szabalyozzak. Szamos ABS-indukalt gén (pl. RDA29A)
promdterében DRE/CRT elemet is azonositottak, ami bizonyitja azok kombinalt ABS-fiiggd €s
fliggetlen aktivaciojat is, tehat az egyes jelatviteli utak kozott a transzkripcios szinten fellépo

kolcsonhatast (Liu és mtsai., 2018).

2.3 Oxidativ stressz

Szamos kornyezeti stressz kovetkeztében megvaltozik a novények sejten beliili redox
allapota és emiatt kiillonb6z6 reaktiv oxigénformak szabadulhatnak fel a kloroplasztiszban, a
mitokondriumban és a peroxiszémaban. Nagyszami metabolikus reakcio melléktermékeként a
képzddésiik folyamatos. Optimalis és/vagy allandd fiziologiai koriilmények kozott
termelddésiik és semlegesitésiik egyenstlyban van, amiért az enzimatikus (szuperoxid-
dizmutaz - SOD, aszkorbat-peroxidaz - APX, glutation-reduktaz - GR, katalaz — CAT, stb.) és
nem enzimatikus (aszkorbinsav, glutation - GSH, karotinoidok, stb.) antioxidansok felelGsek.
Karos kornyezeti hatasok kovetkeztében, mint példaul a vizhidny, ez az egyensuly felborul,
ezaltal oxidativ stressz éri a névényeket. Az oxidativ stressz herbicidek (pl. paraquat) hatasara
masodlagos valaszreakcioként is bekovetkezhet. A leggyakoribb ROS a szuperoxid gydkanion
(O27) és a hidroxil gyok (OH’), amelyek parositatlan elektronnal rendelkeznek tovabba a
hidrogén-peroxid (H202). Mindezek a reakcioik soran szabad gyokoket képeznek vagy a
rendkiviil reakcioképes szinglet oxigént (10,). Képzddésiik a molekularis oxigénbdl folyamatos
gerjesztés (10y) illetve redukcio (02, H202, OH") révén megy végbe (2. 4bra).

Ha a kornyezetbdl nagy mennyiségben jutnak be a sejtekbe elektronatvételre képes
anyagok, példaul nehézfémek vagy herbicidek, akkor a képzddott hidrogén-peroxid molekuldk
a Haber-Weiss reakcioban hidroxil gyokoket hoznak létre. A folyamat szabad Fe* és Cu?
ionok redukcidjaval a Fenton-reakcio soran tovabbi reaktiv gyokok kialakulasahoz vezet (Vile
és mtsai., 1987). Ezek az agressziv oxidacios reakciok karosithatjak a sejt szerkezetét, a
membranokat, fehérjéket, nukleinsavakat, gatolhatjak az enzimek és gének miikodését (Apel és

Hirt, 2004; Mittler, 2016).
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Szinglet

oxigén Dioxigén Szuperoxid gydk Peroxid ion
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Fe?*
H,0, ——> OH"

Hidrogén-peroxid I Hidroxilgydk

H,0, + Fe?*—>0H "+ OH" + Fe?*

2. abra: Reaktiv oxigénformak keletkezése (Mittler, 2016).

A novényi sejteket ért oxidativ stressz eliminadldsaért a mar emlitett detoxifikalo
enzimek ¢és antioxidansok a felelések, melyek a sejt szinte Osszes kompartmentjében
megtalalhatok, ahol az O," és H.O, semlegesitését, a redox potencial egyensulyban tartasat
végzik. A SOD-ok fém kofaktorokkal miitkod6 enzimek, melyek a O," gyokoket alakitjak at
H202— 4 a kovetkezd reakcio alapjan:

02"+ 02" + 2H" — H202+ 02
A reakciocentrumban taldlhatdé fémkomplex mindsége alapjan tobbféle SOD izotipus
kiilonboztetheté meg, a kloroplasztiszban vas- és réz/cink — SOD (FeSOD, Cu/ZnSOD), a
mitokondriumban mangan — SOD (MnSOD), a peroxiszomaban és a citoszolban Cu/ZnSOD
talalhat6. A keletkez0 H.O> részben az APX segitségével alakul tovabb vizzé. De a
semlegesitésben kozre jatszik a CAT a peroxiszomaban, a GPX (glutation-peroxidaz), ami tobb
sejtalkotoban is lokalizalt (kloroplasztiszban, mitokondriumban, ER -ben, citoszolban) és a
peredoxiredoxin (PrxR) is. A kloroplasztiszban és a mitokondriumban zajlé detoxifikacios
folyamatokban a ferritinnek és mas vas-koté fehérjéknek is fontos szerepe van, ezaltal
megakadalyozzak a Fenton — vagy Haber-Weiss reakcié soran a tovabbi reaktiv és hidroxil
gyokok keletkezését (Apel és Hirt, 2004; Mittler és mtsai., 2004). A NADPH oxidazok — Atrboh
fehérjék altal nagyrészt az apoplasztban, illetve mas oxiddzok és peroxidazok altal termelt
reaktiv oxigénformdk a kloroplasztiszban, mitokondriumban €s a peroxiszomaban jelatvivo

molekulaként is funkcionalnak (Choudhury és mtsai., 2017).
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Alapvetéen elmondhatd, hogy minden sejtkompartmentumra eltéré ROS mintazat
jellemzd, amelyek kiilonbozo jelatviteli utakat és ezaltal ROS-fiiggd géneket aktivalnak. Az
adott sejtalkotd6 ROS mintazata a sejt tipusanak, fejlédési allapotanak vagy a stressz szintjének
¢s stressz kombinaciok fiiggvényében valtozhat (Choudhury és mtsai., 2017). A ROS koziil a
hidrogén-peroxid ilyen jelatvivé molekulaként is funkcional, fontos szerepe van a ndvények
egyedfejlodése soran a kiilonbozé életfolyamatok szabalyozasaban, elsdsorban a stresszhatdsok
elleni védekezésben (Suzuki és mtsai., 2012).

A MAP (Mitogen-activated protein) kinazok erésen konzervalt jelatviteli modult
alkotnak az Osszes eukaridta organizmusban, a MAP3K (MAPKKK/MEKK), a MAP2K
(MAPKK/MEK) és a MAPK (MPK), egymast lancszerlien, specifikusan foszforildlva
aktivalodnak, ezaltal szamos TF-t, foszfolipazt, citoszkeleton- és mikrotubulus-koto fehérjét
hoznak miikodésbe, illetve stresszhatasra valaszold gének expresszidjat inditjak el. Az
Arabidopsis genom 80 MAP3K, 10 MAP2K, ¢s 20 MAPK gént tartalmaz, melyek koziil a ROS
¢s ABS jelatvitelben részt vevd MPK3, MPK4 ¢s MPK6 a legismertebbek. Szabalyozo
funkciojukat az ABS jelatvitelben (pl. sztomazarodas) H2O»-al kezelt MAPK3 antiszenz és
mutans novényekkel is bizonyitottak (De Zelicourt és mtsai., 2016). A ROS jelatvitel és az ABS
kozotti kapesolatot paraquat kezelt novényekben is tanulmanyoztak. Ugy tiinik, hogy az ABS
altal az apoplasztban és a kloroplasztiszban kivaltott H,O» felhalmozddas javitja a paradicsom
novények paraquattal szembeni tolerancidjat is (Zhou és mtsai., 2014), és mindebben
meghatarozo szerepe van a MPK1/2 4ltal kdzvetitett valaszreakcioknak (Zhou és mtsai., 2013).
Az abszcizinsav csOkkentheti a paraquat oxidativ karositd hatasat, amiben MAPK kaszkadok

is részt vehetnek (Ding és mtsai., 2009).

2.3.1. Paraquat hatasmechanizmusa

A paraquat (1,1-dimetil-4,4-bipiridilium-diklorid) az egymassal Osszekapcsolt két
piridin gyliriit tartalmazd szerves vegyliletek csoportjaba tartozik (viologén, bipiridilium).
Hatasmechanizmusat tekintve a szélesspektrumt nem szelektiv gyomirtdszerek kozé sorolhatd,
ezaltal minden nem-fas novény ellen hatdsos. Haszndlata szdmos ndvénykultiraban jelen van,
kezdve a haszonnovényektdl (bliza, kukorica, rizs) egészen a gyiimdlcsokig (alma, narancs,
bandn). A molekula pozitiv t6ltésének koszonhetden a talajszemcsékhez erdsen kotddik,
biologiailag semlegesitddig (https://www.paraquat.com). Lebomlasa akar 20 évig is eltarthat, a

talajvizbe csak igen kis mértékben mosodik ki (Watts, 2011).
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Fitotoxikus hatasat, mint alternativ elektron akceptor, az I. fotokémiai rendszerének
(PSI) redukalé oldalan fejti ki az elektronok eltéritése altal, és igy gatolja a ferredoxin-NADP*-
oxidoreduktaz miikodését, valamint a NADPH el6allitasat. A paraquat az eltéritett elektronokat
felvéve paraquat kation gyokké alakul, ami a molekuléris oxigénnel kélcsonhatva szuperoxid
anion gyokoket és mas reaktiv oxigénformakat (pl. hidroxil gyokok és hidrogén-peroxid)
general. A redox egyensuly kibillenése oxidativ stresszt gerjeszt, ami a lipidek
peroxidaciojahoz, végsd soron pedig a ndvényi sejtek karosodasahoz vezet (Lascano €és mtsai.,
2012; Hawkes, 2014). A paraquat nem csak a fotoszintézist gatolja, de a mitokondrialis
elektrontranszportlanc mikodését is befolyasolja (Cochemé és Murphy, 2008). Az emlitett
folyamatok soran a ROS-képzd adottsaganak kovetkeztében gyakran alkalmazzak az oxidativ
stressz altal kivaltott fiziologias valtozasok, illetve azok kovetkezményeinek kisérletes
tanulmanyozasara. A folyamat soran jelentkezd aktiv oxigénformak nem csak a fotoszintetikus
pigmenteket, hanem a lipideket is karositjak, megbontjak a lipid tartalmt membranokat. Ennek
koszonhetden novelik a membranok atjarhatdsagat, ami a turgornyomas csokkenéséhez ¢€s
végezetiil a novény elszaradasahoz vezet (Lascano és mtsai, 2012).

A szer hosszabb ideig tarto és ismétlodé alkalmazasanak kovetkeztében az elmult
évtizedek soran tobb mint 22 novényfaj esetében paraquattal szembeni tolerancia, illetve
rezisztencia alakult ki (Gressel, 1984; Yu és mtsai.,, 2007; Watts, 2016). A rezisztencia
mechanizmusa és annak mértéke mind fajonként és foldrajzi elhelyezkedésenként is valtozo,
vagyis a rezisztencia kialakulasa kiilonboz6  sejtszintli és  fiziologia tényezOk
kozremiikddésének tudhatdé be (Shaaltier, 1988; Preston és mtsai.,, 1991; Szigeti és mtsai.,
2001). A mechanizmus hatterében allhat a herbicid akadalyozott felvétele, a kloroplasztiszbol
és mas sejtorganellumokbol a vakudlumba torténd elkiilonitése, vagy a keletkezé ROS
semlegesitése (Szigeti és mtsai., 2001; Jori, 2007, Hawkes, 2014). Néhany esetben a paraquat
rezisztencia mas oxidativ dgensekkel és ROS generald kornyezeti tényezdkkel szembeni
tolerancia kialakulasaval is jar. Keresztrezisztencia volt megfigyelheté a SO», szamos
gyomirtoszer (atrazin, acifluorfen) és az 6zon (Shaaltier és mtsai., 1988; Cummins ¢és mtsai.,
1999) és nehézfémek (Chiang és mtsai., 2006) kozott. Antioxidans enzimek mitkodésének a
fokozasa, mint példaul aszkorbat-peroxidaz, szuperoxid-dizmutdz ¢és dehidroaszkorbat-
reduktdz, szdmos esetben segitette a paraquattal szembeni rezisztenciat (Lee és mtsai., 2007,

Murgia és mtsai. 2004).
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2.3.2 Paraquat rezisztencia mechanizmusa

A prokaridta és eukaridta szervezetekben az ATP ko6td doménnel rendelkezé (ABC,
ATP-Binding Cassette) transzporterek a legismertebb multidrog rezisztenciat (MDR, Multi
Drug Resistance) okoz6 rendszerek. Novényekben ezek a transzporterek részt vehetnek a
xenobiotikumok detoxifikacids folyamataiban, illetve a toxikus anyagok ATP-fiiggd vakuolaris
transzportjaban (Kang és mtsai.,, 2011) A PDR11 (Pleiotropic Drug Resistance 11) a
plazmamembranon lokalizalt ABC transzporterek kozé tartozik és szabalyozza a paraquat
felvételét a novényi sejtbe. A pdrll knock-out mutansokban megfigyelt paraquat rezisztencia
hatasa a novényekben az 50%-al csokkent herbicid felvételének volt kdszonhetd (Xi és mtsai.,
2012).

A paraquatot kapcsolatba hoztak a vele hasonld szerkezetii és toltéseloszlasu
poliaminokkal (pl. putreszcin, kadaverin, spermin) is. A diamin, putreszcin és kadaverin
kompetitiven gétoljdk a paraquat kukorica gyokérsejtjeibe torténd felvételét (Hart és mtsai.,
1992). Az Arabidopsis RMV1 (Resistant to Methyl Viologen 1) mutacidjanak kovetkeztében
csOkkent a paraquat és a poliaminok felvétele, ami egy bizonyos foku poliamin tolerancia
kialakuldsat eredményezte. A RMV1 tulmiikddtetése a transzgénikus ndvényekben pedig
paraquattal és a poliaminokkal szemben is tilzott érzékenységet valtott ki (Fujita és mtsai.,
2012). A LAT (L-type Amino Acid Transporter) transzporterek a poliaminok citoszolikus és
organellumok kozotti szallitasaért felelések. Az ezen transzporter csaladba tartozo és Golgi
lokalizaciot mutato PAR1 (Paraquat Resistant 1) génrél kideriilt, hogy a paraquat
kloroplasztiszba torténd transzportjat is elvégzi. Mutacidja az Arabidopsisban és a rizsben is
jelentds paraquat rezisztenciat eredményezett (Li és mtsai., 2013). A laskatokbdl (Cucurbita
ficifolia) klonozott spermidin-szintazt taltermeld Arabidopsis novények fokozott poliamin
tartalmuknak koszonhetéen megnovekedett tolerancidt mutattak szdmos abiotikus
stressztényezdvel szemben, melyek kozott a paraquat is szerepelt (Kasukabe és mtsai., 2004).

A kukorica novények intracelluldris paraquat transzportjat és effluxjat vizsgalva
felismerték, hogy lassan a citoplazmabol a vakudlumba szekvesztralodik, illetve részben a
gyokerek fel6l a hajtasok iranyaba transzlokalodik (Di Tomaso és mtsai., 1993). A
kompartmentéaciés folyamat szerepét, mint a herbicid rezisztencia egyik alternativ
mechanizmusat, a betyarkoro herbicid rezisztens biotipusaiban mar koran felismerték (Norman,

1993).
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Azaltal, hogy a paraquat nem képes szétterjedni a sejt azon alkotorészeibe, ahol hatdsat
kifejtheti, tobb novényfajban is rezisztenciat eredményezett (Lasat és mtsai., 1997; Szigeti és
mtsai., 2001; Yu és mtsai., 2010). Ezt a kompartmentacios folyamatot a tonoplaszt-lokalizalt
Arabidopsis CAT4-el homoldg aminosav transzporter végzi (Jori és mtsai., 2007). Mindezek
alapjan elmondhaté, hogy a paraquat felvételét és a sejten beliili szallitasat szdmos
transzportfehérje szabalyozhatja, amiknek sok esetben szerepe van a rezisztencia
kialakulaséban.

Paraquat rezisztencia jovoltabol csokken a ndvényeket ért oxidativ karosodas, ami a
reaktiv oxigénformdk enzimatikus és nem enzimatikus uton torténd hatastalanitasaval is
elérhetd. Az antioxidans tartalom fokozéasaval nem csak a paraquat, de mas abiotikus stresszek,
sO, szarazsag, hideg és magas fényintenzitds altal okozott oxidativ sériilés is csokkenthetd
(Badawi és mtsai., 2004; Lee és mtsai., 2007; Murgia és mtsai., 2004; Yoshimura és mtsai.,
2004). A Foyer-Halliwell-Asada ciklus megemelkedett enzimaktivitisa a gyomndvények
esetében bizonyos herbicidek és oxidativ agensek elleni toleranciahoz vezetett (Shaaltier,
1988). Az aszkorbat-peroxidaz (APX) enzimek miikodésének serkentése a kloroplasztiszban
javitotta a tAPX taltermeld ladfii novények so, magas fényintenzitas és nehézfém elleni
stressztiird képességét, illetve a Chl-APX transzgénikus dohany s6 (Na2S0O3), polietilén-glikol
(PEG) és szarazsagtoleranciajat, mindezek mellett a transzgénikus névények paraquat okozta
oxidativ karosodas mértékét is csokkentette (Badawi és mtsai., 2004; Murgia és mtsai., 2004).
Transzgénikus novényekben az antioxidans véddérendszer tobb komponensének (pl. SOD és
APX) egyiittes indukalasaval fokozottabb védelem érhet6 el a paraquat toxicitasaval szemben
(Kwon ¢€s mtsai., 2002). A kloroplasztisz Cu/ZnSOD, APX enzimeket taltermeld transzgénikus
dohanyban megndvekedett oxidativ stressz €s sé tolerancidhoz vezetett a dehidroaszkorbat-
reduktdz enzim aktivitdsanak a novelése is (Lee és mitsai., 2007). A citoszolikus ¢és
Kloroplasztisz glutation-peroxidaz enzimek szintjének emelkedése a transzgénikus dohany
novényekben (TCGPX, TpGPX) szintén nem csak paraquat tolerancidhoz vezetett, hanem a

novények fagy- és sotiirését is segitette (Yoshimura és mtsai., 2004).
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2.4 Kis peptidek jelentosége

A fehérjék altalanosan polipeptid alegységenként 50 — 1000 aminosav egységet (AA)
tartalmaznak. Azok a polipeptidek, amelyek kevesebb mint 100 AA-bdl épiilnek fel a kis
fehérjék, peptidek (SPs — Small Proteins) csoportjaba tartoznak. A legtobbjik gy van
szamontartva, mint hipotetikus vagy ismeretlen funkciot ellato fehérje. A mar azonositott SPs-
nek meghatarozd szerepe van a prokariodta és ecukariodta szervezetekben, mint miikodési,
informaciotarold és feldolgozod egységek, részt vesznek a sejtszintii folyamatok, jelatviteli utak
¢s anyagcsere folyamatok szabalyozasaban (Su ¢és mtsai.,, 2013). Szerkezetiiket tekintve
altalaban egy meghatarozott konzervalt doménnel rendelkeznek, ami révén azonos funkciot
latnak el. Az eddig jellemzett SPs a patogének elleni védelemben, illetve a sejtkozotti
kommunikéacioban (ligand-receptor) vesznek részt. Ezeknek az N-termindlis szignal
szekvenciaval rendelkezd szekretalt peptideknek két f6 csoportja van, az egyik a poszt-
transzlaciésan modositott kis peptidek (PTMPs - Small Post-Translationally Modified
Peptides), a masik a ciszteinben gazdag peptidek (CRPs - Cysteine-Rich Peptides), melyeket
ugy azonositottak, mint védelmi molekuldk. A PTMP-k k6z¢é sorolhatok a ndvény-patogén
kolcsonhatast szabalyozo PSK (Phytosulfokines), CLE/CLV3, IDA/IDL, vagy a PSY fehérje
csalad (Gully és mtsai., 2019). Friss tanulmany szerint a CLE25 (CLAVATA3/EMBRYO-
SURROUNDING REGIONRELATED 25) peptid — BAM (BARELY ANY MERISTEM)
receptor egység felelds a vizhiany kovetkeztében kialakuld szovetspecifikus jel tovabbitasaért.
A CLE25 peptid a BAM receptor jelenlétében szarazsdg hatisara indukalodik a gyokeér
vakuolaris szoveteiben, majd onnan a levelekbe jutva aktivalja az ABS-fiiggd sztomazarodast
(Takahashi és mtsai., 2018). Egyes szekretalt peptideket a novények immunitasaért felelés
DAMP (Damage/danger-Associated Molecular Patterns) osztalyba soroltak tigy, mint a viragos
novényben konzervalt Peps (Plant Elicitor Peptides) peptidek csaladja, melynek tagjai a PEPR
(PEP-RECEPTOR) receptorokkal komplexet alkotva szabalyozzak a baktériumok, gombak és
herbivorok elleni védelmi jelatviteli utakat (Bartels és Boller, 2015). A PEPR transzmembran
receptorok a leucinban gazdag (LRR — Leucine-Rich Repeat) receptor szerii kinazok
csoportjaba tartoznak (RLKs - Receptor-Like Kinases), melyek nem csak a CLE peptidek
(Cock és McCormick, 2001; Bartels és Boller, 2015), de lehetséges, hogy a xenobiotikumok

érzékeléséért is felelosek (Ramel és mtsai., 2012; Fu és mtsai., 2014).
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2.5. Glikofita és halofita novényfajok

A ludfii (Arabidopsis thaliana) a kaposztafélék (Brassicaceae) csaladjaba tartozo
kétszikli, onbeporz6 ndvény. Rovid életciklusanak (kb. 8-10 hét) és kis genomjanak
koszonhetden, mely minddssze 5 kromoszoémabol all, a ndvénybiologiai alapkutatas elsddleges
¢s legfontosabb modellnovénye. A fejlodésbiologiai és genetikai kutatdsokban torténd
elterjedése nagyrészt Friedrich Laibach és Rédei Gyorgy nevéhez flizédik. Az elsdé olyan
novény, melynek a teljes genomjat megszekvenaltak (AGI — Arabidopsis Genom Initiative,
1996), és amelynek az elemzésére azota tobb intézetet és adatbazist hoztak létre (ABRC,
NASC, TIGR, SALK) (Meinke ¢s mtsai., 1998). Segitségével szdmos olyan gént azonositottak,
melyeknek fontos szerepe van a stresszhatdsok érzékelésében és a valaszként fellépd
anyagcsere folyamatok valtozasaiban, illetve a novényi fejlodés szabalyozasaban (Ahuja és
mtsai., 2010; Cramer és mtsai.,, 2011). Az egyetlen hatranya, hogy glikofita (s6érzékeny)
novényfaj, ezért 100 mM NaCl koncentracid mellett mar nem képes befejezni az életciklusat,
ezaltal a stresszérzékenysége kovetkeztében az extrém kodrnyezeti koriilményekre adott névényi
mechanizmusok vizsgalata korlatozott. Az extremofil novények képesek olyan sivatagi
(xerofitak, pl. Zygophyllum xanthoxylum, Craterostigma plantagineum) vagy magas sotartalma
(halofitak, pl. Thellungiella parvula, Eutrema salsugineum) koriilményekhez adaptalddni,
melyek mas novények szamara mar letalisnak szamitanak (Flowers és Colmer, 2008; Salehi-
Lisar és Bakhshayeshan-Agdam, 2016; Bechtold, 2018).

A halofita novényeknek a megemelkedett stressztiird képessége a toxikus anyagok
megvaltozott felvételében (Na*, CI) és raktarozasaban, vizfelvétel optimalizalasaban, sztomak
szabalyozasaban, ozmoprotektans anyagok fokozott szintézisében ¢€s antioxidans
védorendszeriikben rejlik (Flowers és Colmer, 2008; Suréwka és mtsai., 2016). A Lepidium
crassifolium (3. abra), magyar nevén sziki zsazsa, a kaposztafélék (Brassicaceae) csaladjaba
tartozé €és hazankban dshonos halofita faj, az elsok kozott Kitaibel Pal (1799) irta le, azota tobb
szinonimaval is illették: Thlaspi cartilagineum (1786), Lepidium crenatifolium (1859),
Lepidium cartilagineum (1906) (Bona, 2014). Elterjedését tekintve Kozép-Eurdpa és Azsia
szikes, szoloncsakos vidékein talalhatd meg, ahol a szélsOséges kornyezeti koriilményekhez

tokéletesen adaptalodott (Murakeozy és mtsai. 2003; Mile és mtsai., 2008).
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3. abra: Lepidium crassifolium (Kitaibel Pal, 1799-1802).

Nyilvanosan hozzaférhetd adatbazisban minddssze 5 darab Lepidium cartilagineum
nukleotid szekvencia érhet6 el (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), készonhetéen Mummenhoff
¢és munkatarsai (2008) azon tanulmanyanak, ahol a Lepidium nemzetséget, mint modell
rendszert alkalmaztdk annak érdekében, hogy a viragzat fejlodése mogott 4llo evolucids hatteret
feltarjak a Brassicaceae csaladban. Grigore és Oprica (2015) a halofita névények antioxidans
tartalmanak a vizsgalata soran megallapitotta, hogy a Lepidium crassifolium figyelemreméltéan
magasabb polifenol (6.73+0.29 mg galluszsav (GAE)/g szarazanyag (DW)) tartalommal
rendelkezik, mint flavonoid (2.37+£0.55 mg katechin (CE)/g szdrazanyag (DW)). Mivel a
halofitak adaptaciés mechanizmusa mogott allo genetikai hattér egyediilalld és feltarasa az
Arabidopsisban nem megoldhat6, ezért tobb esetben is alkalmaztak 6ket, mint kisérleti névény.
A sotiir6 novények genetikai vizsgalatanak a fontossagara a Mesembryanthemum crystallinum
¢s Arabidopsis thaliana kozotti genomikai eltérések is ravilagitottak. Az Arabidopsissal kozeli
rokon Lepidium crassifolium so-, ozmotikus- és oxidativ stressz toleranciajara akkor deriilt
fény, amikor véletlenszerli génatvitelt hajtottak végre a két rokon faj kozott (Mishra és Tanna,
2017). A stressztolerancia alapu sziirések soran a fliggetlen Lepidium cDNS-t taltermeld
transzgénikus vonalak koziil azonositottak egy so toleranciat mutato feltételezhetden Lepidium
GDSL lipaz/észteraz fehérje csalad egyik tagjat (PL542Nal), amelynek AT5G54030
Arabidopsis  homologja egy  GDSL-szerii lipaz/acilhidrolaz ~ csaladba  tartozo
MVP1/GOLD36/ERMO3 fehérjét kodol és meghatarozo szerepe van az ER-hez kapcsolodo
védekezd reakcidkban és a fehérje transzportokban (Jancowski és mtsai., 2014; Marti és mtsai.,

2010; Nakano ¢és mtsai., 2012).

26


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/search/all/?term=Lepidium%20cartilagineum

Tovabba azonositottak egy ozmotikus stresszhatds alatt kiemelkedd fotoszintetikus
paraméterekkel rendelkez6 kis acil-koenzim-A koté fehérjét (PL127P04), mely az Arabidopsis
ACBP6-al mutatott nagyfoku hasonlosdgot. Az ACBP doménnel rendelkezé fehérjék magas
konzervaltsagot mutatnak az eukariota szervezeteken beliil, fontos szerepiik van a lipidek
metabolizmusa, transzportja sordn €s a jeldtviteli utak szabalyozasaban. Valosziniileg a
stresszhatdsok utani helyredllitdo folyamatokban is részt vesznek (Xiao és Chye, 2011; Li-
Beisson és mtsai., 2013). A transzgénikus vonalak vizsgalata soran egy paraquat rezisztenciat

mutato ismeretlen fehérjét (PL372PQO01) is identifikaltak (Rigd és mtsai., 2016).

2.6 Fenomikai fejlesztések

A fenomika a novénybiolodgiai kutatas fenotipizalassal foglalkozd tudoményaga,
melynek alkalmazésa napjainkban mar nélkiilozhetetlen a genetikai hattér altal meghatarozott
morfologiai és fiziologiai eltérések feltarasara. A fenomikai fejlesztések kozé tartozik a
novények képfeldolgozoé és képelemzd modszerekkel torténd jellemzése, ahol a képalkotast (pl.
digitalis fotografia, fluoreszcencia- és termikus) a szines fényképek szamitogépes feldolgozasa
koveti. Ekkor a Iényeges informdaciot elvalasztjuk a 1ényegtelentdl (pl. szegmentalas), vagyis a
készilt digitalis képek alapjan a ndovények kiilonb6z6 részeihez tartozé pixelek hattérelvonasa
megtorténik. Az igy kapott képpontok szdmszerli adatokként torténd jellemzését, statisztikai
elemzését hivjuk képelemzésnek (Furbank és Tester, 2011; Dhondt és mtsai., 2013; Spalding
¢és Miller, 2013; Sozzani €és mtsai., 2014).

Az utobbi években a modell illetve a mezdgazdasagi haszonndvények legkiilonfélébb
részeinek a mérésére ¢és elemzésére szamos képfeldolgozd és képelemzd programot
fejlesztettek (http://www.plant-image-analysis.org/). A nyarfélék leveleinek a vizsgalata a
JAVA alapi LAMINA (Leaf shape determination) programmal (Bylesjo és mtsai., 2008) vagy
a tobbféle novényfajnal hasznalhatd, de hasonldé funkcidval rendelkez6 LeafAnalyzer-el
(Weight és mtsai.,, 2008) végezhetd el. Kukorica és mas perjefélék szaranak anatomiai

felépitése egy Matlab alapu szoftverrel vizsgalhato (Heckwolf ¢és mtsai,, 2015).

27



Az Arabidopsis thaliana modellnovény egyes részeinek ¢és paramétereinek
karakterizalasa in vitro vagy tiveghazi koriilmények kozott is megoldhatd. Tomé €s munkatarsai
(2017) a mutans csirandvények in vitro novekedésében (ozmotikus stressz hatasara)
bekovetkezd valtozasok jellemzésére egy R programnyelven irt csomagot (package) hoztak
létre. De 1étezik a hipokotil jellemzésére testreszabott alkalmazas is, mint példaul a HYPOTrace
(Wang ¢és mtsai., 2009). Brooks ¢és munkatarsai (2010) a gyokerekrdl késziilt fényképek
feldolgozasat és elemzését a Matlab programrendszer segitségével végezték el. A cserepes
Arabidopsis és dohany csirandvények novekedésének megfigyelésére  alkalmas
GROWSCREEN az els6k kozott szerepelt a modellndvényre is hasznalhato félautomata
berendezések kozott (Walter €s mtsai., 2007). A késdbbiekben, hogy figyelemmel kisérjék az
Arabidopsis novények valtozasait szarazsagstressz hatasa alatt, a zoldtomeg megfigyelésére
iranyuld képelemzd berendezést mar pulzus amplitidd6 modulalt (PAM) mérésékkel is
kiegészitették (Jansen és mtsai., 2009).

Az automatizalt platformok fejlesztése lehetévé tette a szamtalan ndovényi egyed
novekedésének és fiziologiai allapotanak a valos idejii megfigyelését, melynek soran egyszerre
tobbféle paraméterrél nagy mennyiségli adatok generalasa is megval6sithatd (Dhondt és mtsai.,
2013; Feher-Juhasz és mtsai., 2014; Junker és mtsai., 2014; Mutka és Bart, 2014; Awlia és
mtsai., 2016). A fenotipizal6 rendszereket eleinte a haszonndvények vizsgalatara tervezték,
viszont az alapkutatdsoknak koszonhetden megjelentek olyan fejlesztések is, melyekkel az
Arabidopsis novények jellemzése is megoldhato (Arvidsson és mtsai., 2011; Dhondt és mtsai.,
2014; Apel és mtsai., 2015; Awlia és mtsai., 2016). Az automatizalt fenotipizalasi szerkezetek
iranti  igényt  felismerve, olyan kereskedelmi cégek, mint a LemnaTec
(https://www.lemnatec.com), PhotonSystemsInstruments (PSI, http:/www.psi.cz) ¢és a
WIWAM (https://www.wiwam.be) atfogo platformok tjitasaba kezdtek bele. Viszont ezeknél
a rendszereknél az adatok tarolasa és feldolgozasa mar specialisan kifejlesztett programokkal

torténik.
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A novények novekedésének ¢€s fejlodésének a vizsgalatara a homogén és szabalyozott
koriilmények az idealisak. A Petri-csészében nevelt Arabidopsis névények lapos rozettaja a
digitalis fényképeken kétdimenzids szerkezettel rendelkezik, levelei csak ritkdn mutatnak
atfedést. Ezaltal in vitro képelemzésre az egyik legalkalmasabb novényfaj, mely tobbféle
paraméter segitségével jellemezhetd tigy, mint a teriilet, konvex burok, kertilet, z6mokség. stb.
(Vanhaeren és mtsai., 2015). A JAVA alapu ImageJ (ImageJ1, ImageJ2, Schindelin és mtsai.,
2015) nyilt forraskodu multiplatform lehetdvé teszi a két- €s harom-dimenzios képfeldolgozast.
Az Imagel platformra €piil6 kiterjesztését, a FIJI-t (Schindelin és mtsai., 2012) els6sorban az
¢lettudomanyok teriiletén beliil hasznaljak, mivel a szkriptek (adott programnyelven irddott
parancssor) és a beépiil6 modulok (plug-in) segitségével mar specifikus képfeldolgozé miivelet
(pl. mikroszkopia stb.) is végrehajthatd az eddigi alapfunkciok (pl. zajgenerélés, sziirok,
hattérelvonas) mellett. Egy nemrégiben fejlesztett automatizalt fenotipizald platform (IGIS — In
vitro Growth Imaging System) az in vitro korilmények kozott nevelt névények hasonld
adatainak a generalasara képes (Dhondt és mtsai., 2014).

Stressztiiréssel foglalkoz6 kutatasok révén megjelentek olyan képelemzé modszerek és
programok, melyekkel a névények olyan fiziologiai tulajdonsagair6l kaphatunk informaciot,
mint példaul a klorofill tartalmuk (Majer és mtsai., 2010; Liang és mtsai., 2017) vagy a klorofill
fluoreszcenciajuk (Jansen és mtsai., 2009; Awlia és mtsai., 2016; Rungrat ¢s mtsai., 2016). A
klorofill tartalom meghatarozasa régebben csakis laboratoriumi koriilmények k6zott a ndvényi
szovetek elroncsolasaval és kémiai extrakcidjat kovetd spektrofotometrias méréssel volt
megoldhato (Lichtenthaler és Buschmann, 2001). A Rosette Tracker egy olyan ImageJ plug-in,
ami a cserépben nevelt Arabidopsis novények rozettairdl késziilt két-dimenzids képek
elemzésére szolgal, ezaltal informacidt biztosit a rozettak kiilonbozd paramétereirdl (teriilet,
atméro, tomottség, relativ novekedés (RGR — Relative Growth Rate). Az ImageJ-be beépiild
szegmentacios modszerét fluoreszcencia- és termikus leképezéssel kapott képeken alkalmazva
a rozettak fotoszintetikus €s transzspiracids ratdja is megbecsiilhetd (De Vylder és mtsai.,
2012).
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A SPAD (Soil Plant Analysis Development) alapui nem destruktiv mérékésziilékek a
levelek relativ klorofill tartalmat vords (650 nm) fénytartomanyban mért abszorpcidjuk alapjan
hatarozza meg, amihez referenciaként infravords fényt hasznal (940 nm). A médszer hatranya,
hogy a kézi késziilékkel nagy egyedszamu méréseket kell végrehajtani, mivel a mért mérési
feliilet minddssze par négyzetcentiméter (Markwell és mtsai, 1995; Adamsen és mtsai., 1999;
Uddling és mtsai.,, 2007; Ling és mtsai., 2011) A klorofill tartalom a névények optikai
tulajdonsaga végett a spektralis reflektancia értékébdl kiindulva (Gitelson és mtsai., 2003) is
megallapithato.

A novények pigment tartalmanak a becslése a piros, zold, kék szincsatorndk (RGB)
szétvalasztasaval is torténhet (Riccardi és mtsai., 2014; Awlia és mtsai., 2016; Liang és mtsai.,
2017). Majer és munkatarsai (2010) ezt tovabb gondolva a dohany és sz6l6levelek RGB értékeit
HSV (Hue, Saturation, Value) értékekre konvertaltak at, a képfeldolgozas soran a Hue
(szinarnyalat) és a levélkorongok mért klorofill tartalma kozt felfedezett korrelacid alapjan
megallapitottak, hogy a digitalis képek Hue értékei alkalmazhatoak a pigmenttartalom
megallapitasara. Itt fontos megjegyezni, hogy a kiilonb6z0 novényfajtdk és levélformak
esetében a preciz kalibracio elengedhetetlen része minden 0j modszer kidolgozasa soran

(Richardson és mtsai., 2002).
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3. CELKITUZESEK

PhD tanulmanyaim kezdetekor (2014) a Lepidium crassifolium stressztoleranciajat
biztositd gének azonositasara iranyuld alkalmazott kutatdsi projektbe csatlakoztam, ahol a
feladatom néhany, kivalasztott Lepidium gént expresszald Arabidopsis vonal részletes analizise
volt. A stressztolerancia javitasat célz6 kutatasi programok napjainkban nagy
ateresztOképességli ¢és koltséges rendszereket igényelnek, viszont az alkalmazasuk
hatékonyabba ¢s pontosabba teheti a génazonositashoz elengedhetetlen fenotipizalasi
folyamatot. A stressztlirésben szerepet jatszd gének azonositdsa és jellemzése a jovoben
segitheti a mezdgazdasagi haszonnovények genetikai allomanyanak javitasat. Ezek alapjan

célul tuztuk ki:

1. Koltséghatékony és felhasznalobarat fenomikai program fejlesztését;

N

A képelemzd modszerek gyakorlati alkalmazasat a megvaltozott stressztoleranciat

mutato transzgénikus vonalak és mutansok jellemzése soran;

3. Ahalofita Lepidium crassifoliumbal izolalt és kdrnyezeti stresszel szemben toleranciat

okozo gének tesztelését, egy kivalasztott gén részletes jellemzését;

4. A paraquat rezisztenciaért felelds Lepidium crassifolium és Arabidopsis thaliana Small

Paraquat resistance (SPQ) gén leirasat és ezek 6sszehasonlitasat;

5. Az SPQ fehérje hormon és egyéb stresszvalasz szabalyozasaban betdltott szerepének a

felderitését;

6. Az SPQ fehérjét tultermeld transzgénikus Arabidopsis thaliana novények vizhianyhoz

torténd alkalmazkodéasanak a megfigyelését.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1 A PlantSize program fejlesztése
4.1.1 Novényi anyagok és nevelési koriillmények

A kalibraciés munkak sordn minden esetben, mint teszt és kontroll ndvény, az
Arabidopsis thaliana Columbia 6kotipusat (Col-0) hasznaltuk. A program hasznalhatésaganak
a visszaigazolasara a phyB-9 mutanst vettiikk igénybe, melyet Dr. Nagy Ferenc bocsajtott a
rendelkezésiinkre. A ndvényeket 12 6ra fény és 12 d6ra sotét periddusban (22°C/18°C), ~120

pmol m2 s!

intenzitdsu fényben Petri-csészéken neveltiik steril koriilmények kozott. A
magokat 70%-os etanollal 1 percig, majd 4%-0s Domestossal 10-15 percig sterilizaltuk, majd
tobb alkalommal desztillalt vizzel oblitettiik. A magokat 5 napig 2 MS taptalajon csirdztattuk,
majd a csirandvényeket 1j taptalajra athelyezve, a négyszogletes Petri-csészékben
meghatarozott matrix szerint helyeztiik el. (4 x 4,4 x5,5x 5,5 x 6, 6 x 6) (Faragd és mtsai.,

2018).

4.1.2 Alkalmazott stresszkezelések

A stresszkezelésekhez kétféle ndvekedési tesztet dolgoztunk ki. A novényeket 0,8%-0S
phytoagar tartalmu (2 MS) taptalajon (Szabados és mtsai, 2002.) csiraztattuk, majd 5 napos
korukban athelyeztiik 6ket 100 mM NaCl-dal vagy 0,2 uM paraquattal kiegészitett taptalajra.
Erdsebb kezelések céljabol 14 napos novényekkel dolgoztunk, ebben az esetben a taptalaj
szilardsagat 0,4% phytoagar alkalmazéisaval lazitottuk ¢és a kovetkezd vegyszerekkel
egészitettiik ki: 150 mM és 200 mM NaCl, 0,1 mM CdClz és 3 mM H202. A permetezések
soran 1 uM, 3 uM, 5 uM paraquatot és 10 mM, 20 mM H20»-t alkalmaztunk, amit 0,01 %-0s
Silwet L-77 detergenssel egészitettiink ki.

4.1.3 Klorofill tartalom meghatarozasa

A mérésekhez kiilonbozd szinarnyalati egyedi ndvényeket valasztottunk ki €s mértiik
le a friss tomegiiket, majd a ndvényi szoveteket extrakcios pufferben (95 % etanol + 5 %
desztillalt viz) 4 °C-on egy éjszakat inkubaltuk. A klorofill-tartalom meghatarozasa sordn a
Lichtenthaler és Buschmann, (2001) altal leirtak szerint jartunk el. A mintak abszorbanciajat
470 nm; 648,6 nm ¢és 664,1 nm hullamhosszon a Multiskan GO spektrofotométerrel (Thermo

Scientific) mértiik meg.
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A novények pigmenttartalmat az alabbi szamolasok alapjan hataroztuk meg:
Klorofill-a tartalom (Chla; pg/mL) = 13,36 X Aees,1— 5,19 % Asage
Klorofill-b tartalom (Chlb; pg/mL) = 27,43 x Aeage— 8,12 % Assa 1
Karotinoidok tartalma (png/mL) = (1000 x A470 — 2,13 x Chla — 97,64 x Chlb)/209
Teljes klorofill tartalom (ug/mL) = Chla + Chilb

A klorofill koncentraciot a novények friss tomegére (mg FW) normalizalva allapitottuk meg.

4.1.4 Antocian tartalom meghatarozasa

A kiilonbozd szinarnyalati egyedi novények friss tomegének a mérését kovetden
folyékony nitrogénben lefagyasztottuk, porra dorzsoltiik és 200 pL desztillalt vizet adtunk
hozza, majd 10 percig 4 °C-on centrifugaltuk (13000 rpm) a mintdkat. A mérést a feliiluszokat
felhasznalva Giusti és Wrolstad (2001) altal leirt pH megkiilonboztetésen alapulé modszerrel
végeztiik el, ami a kdvetkezOképpen tortént: a mintdkat 100-100 pL-re elosztottuk és 400 pL
0,025 M KCI-HCI (pH 1,0) és 0,4 M Na-acetat-HCI (pH 4,5) pufferekkel pH 1,0 -re ill. pH 4,5
-re allitottuk be a kémhatasukat. Ezt kovetoen 15 perc jégen torténd inkubacid utan a mintakat
Multiskan GO spektrofotométerrel (Thermo Scientific) 520 és 700 nm hullamhosszon mértiik
meg. Az abszorbancia értékek (A) kozti kiilonbséget, Axil = (As20-A700) PH1,0 — (As20— Avoo)
pH4,5 alapjan szamoltuk ki, ahol a monomer antocidn koncentraciot a kovetkezd képlettel
hataroztuk meg, Al < 83,5 (mg/liter), az igy kapott értékeket pedig a névények friss tomegével
normalizaltuk (mg HueFW).

4.1.5 A rendszer kalibralasa

A novények méretének a meghatirozasara iranyuld kalibracidhoz 10-12 napos
Arabidopsis novényeket fényképeztiink le, majd egyesével lemértiik a friss tomegiiket, illetve
24 o6ras 80 °C-on torténd dehidratalast kovetden a szdraz sulyukat is megallapitottuk. A
kalibraci6 alatt 250 darab egyedi novény rozetta méretét (pixel) hasonlitottuk 6ssze azok friss
és szaraz tomegével.
tartalmat mértiilk, melyek a zold és a lila szineknek a lehetd legtdbb szindrnyalatat
reprezentaltak. Ehhez 4 hetes, in vitro novények taptalajat a kovetkez6 anyagokkal egészitettiik
ki: 0,1 mM CdClz, 3 mM H202; 0,2 vagy 0,5 M szachar6z.

33



A kezelések hatdsara a megvaltozott szinarnyalata egyedeket a klorofill és antocian
tartalom meghatarozasa eldtt lefényképeztiik, majd a szines fényképek alapjan mért novények
Hue (szinarnyalat) értékeit 6sszehasonlitottuk az altalunk meghatarozott pigment értékekkel.
A kalibraciohoz 300 darab egyedi ndvény Hue, klorofill, illetve antocian értékeit dolgoztuk fel.
Amennyiben a képelemzd programot eltéré nevelési koriilmények kozott tartott ndvények
elemzésére szeretnék felhasznalni, mindenképpen meg kell ismételni a kalibraciot, mivel az
eltéro koriilmények (fény) befolyasoljak a novények Hue értékeit, amire a klorofill és antocian

tartalom meghatarozasa épiil.

4.1.6 Képalkotas

A novények novekedési litemének folyamatos megfigyelése céljabol 3 naponta szines
fotot készitettiink a négyszdgletes horizontalis elhelyezkedésti Petri-csészékrol. Azért, hogy az
egyedi novények elkiilonithetdk legyenek, egymastol megegyezd tavolsagban és meghatarozott
matrix alapjan helyeztiik el 6ket. Minden esetben homogén fehér hattérnél és egyenletes
fényviszonyok kozott ugyanazzal a bedllitassal és ugyanolyan tavolsagrol végeztik a
fényképek elkészitését (Canon PowerShot SX20 digitalis kamera). A PlantSize jelen
verzidjaval csakis 3000%4000 pixel felbontasu RGB képek elemzése lehetséges. Az altalunk
alkalmazott tovabbi beallitasok: 1SO: 100, zarsebesség: 1/30 s, rekesz: F/5.6, manualis fokusz
¢s makré mod. A képalkotds soran mindig ligyeltiink arra, hogy ne keletkezzen semmilyen

visszatiikr6zddés, mivel az a képelemzés sordn hibas eredmények keletkezéséhez vezethet.

4.1.7 Képfeldolgozas és képelemzés

A PlantSize-t a MATLAB (2016b verzid) programrendszer specifikus képfeldolgozo
programcsomag (Image Processing Toolbox™) segitségével fejlesztettiik (The MathWorks
Inc., Natick, MA, United States). A program telepitéséhez a kovetkezd
rendszerkdvetelményeknek kell megfelelni: 4 GB RAM (ajanlott), Windows 64 bit (Windows
7 vagy Windows 10), képerny6 felbontasa: 1920x1080 pixel. MATLAB Runtime R2016b
verzidja (http://www.mathworks.com/products/compiler/mcr/index.html). Internetes segitség a
http://www.mathworks.com/help oldalon elérhetd. A program ingyenesen hozzaférhet6 a

http://www.brc.hu/pub/psize/index.html oldalon.
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A Matlab Image Processing Toolbox™ programcsomag segitségével az alabbi f&bb

képfeldolgozast hajtottuk végre:

1.

4.

Szintér modositasa: A zold-piros-kék (RGB) szintérbél atkonvertaltuk a képeket a
szindrnyalat-telitettség-fényintenzitds (HSV) szintérbe (Majer és mtsai., 2010; Sass és
mtsai., 2012).

Szegmentalds (hattér elvalasztdsa): A szintér modositasa révén, és mivel egyenletes
fehér hattérnél fotoztuk le a Petri-csészéket, el tudtuk valasztani azokat a pixeleket a
hattértol, melyek nagyobb szaturacios €s kisebb intenzitas értékkel rendelkeztek. Ami a
program kezel6i feliiletén a szaturacios (’Green’, 0-255) és intenzitas (’Gray’. 0-255)
csuszkakkal ill. a "ROI”’ funkcidéval manudlisan is elvégezheto.

Az egyes rozettak friss tomegét a pixel szamok alapjan a kdvetkezd képlet segitségével
hataroztuk meg:

Friss tomeg (Weight) = 5,929e-4 x pixel szam (Fehér-Juhasz és mtsai., 2014).

A kivalasztott pixelekhez tartozd Hue értékeket modositottuk, mivel kék szint pixel
nem volt a mintdkban. A specidlis szinteret tigy allitottuk eld, hogy a tiirkiztél vordsig
tart6 tartomanyt (0,5-t61 1,0-ig) a voros ala toltuk, a 4. dbranak megfelelden. Ezutan

kiszamoltuk a kivalasztott pixelek atlagos Hue értékét.
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abra: Mddositott szintér hisztogramja. A) A tiirkiztdl vorosig terjedd tartomanyt (0,5-t61 1,0-
ig) eltolasa a voros tartomany ald. B) Az antocian tartalmi mintak Hue értékeinek az eloszlasa:
fekete rész jelzi az egészséges z0ld novények, fehér rész a kezelt antocianban gazdag ndvények
hisztogramjat. X tengely: Hue, Y tengely: az eloszlas maximumara normalt.
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5. A klorofill tartalom meghatdrozasat a Hue érték és a pixelszdmok kozotti korrelacio
alapjan a kovetkez0 képlet alkalmazasaval kalibraltuk a programba:
Klorofill (Chl./pixel) = 17,98 x atlag Hue — 3,33 (Majer és mtsai., 2010).

6. Hasonloan jartunk el az antocian tartalom meghatarozasakor, amit a kovetkezd képlettel
hataroztunk meg:
Antocian (Anth./pixel) = -1,035 x atlag Hue + 0,2359.

7. Ezutan kiszamoltuk a pixelek altal kijelolt teriilet és a konvex burok altal meghatarozott

teriilet szazalékos aranyat.

A képelemzés fobb 1épései (Fiiggelék 1. abra):

(1) A PlantSize elinditasa utdn az *OK’ gombra kattintva megjelenik a felhasznaloi feliilet.
(2) A fénykép betoltése (JPEG): ’File > Menii > LOAD’ 1épésekkel, majd a fénykép
kivalasztasa.

(3) *Project’s name’: a kisérlet elnevezése.

(4) ’Date’: a datum megadasa.

(5) ’Name’: az adott fénykép megnevezése.

(6) A novények elhelyezkedése (pl. 4 x 4 vagy 6 x 6) szerint, be kell allitani az oszlopok
(Divisior X) és a sorok (Divisior Y) szamat.

(7) ’Row 1-10’: a sorok elnevezése.

(8) A ’Select the area’ gombra kattintva a novények kijeldlése két kattintassal. A kijelolt teriilet
a sor ¢s oszlop beallitasai alapjan (6. 1épés) felosztva jelenik meg.

(9) A hattér elvalasztasa a *Green’ €s *Grey’ csuszkak allitasaval torténik. A *Green’ cstiszkaval
allithato a kijelolt részek telitettsége, a *Grey’ csuszkaval az intenzitésa.

(11) A Magnify’ ablakban a 'ROI’ gombbal lehetséges az egyedi ndvények kijelolésének a
finomitasa, ami az ’OK’ gombra duplan kattintva véglegesithetd.

(12) Az ’OK’ gombra 0jbol kattintva a program Ujra szamolja az értékeket.

(13) ’Show values’ hasznélataval a névényekhez tartozoé értékek megjelennek.

(14) Az elemzett képhez tartozo értékek mentése: 'File Menu > Save’. Az adatok exportalasa
xls formatumban torténik €s a korabban megadott névvel (3. 1épés) ugyanabban a mappéaba
tarolodik el, ahonnan a forras képet megnyitottuk. Az Excel fajlon beliil a munkalapok neve a
fényképnek adott név (5. pont) alapjan jelenik meg.

(15) Tobb fénykép elemzéséhez nem sziikséges a 3-7 1épések megismétlése, ezaltal a tovabbi
adatok ugyan abba az Excel fajlba fognak exportalodni.

Részletesebb ttmutatas €s informacio elérhetd a Faragd és munkatérsai. (2018) publikacidban.
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4.1.8 PlantSize paraméterei

A PlantSize hasznalataval a mi kisérleti rendszerlinket alkalmazva 36 ndvény
értékelhetd ki fényképenként. Az elemezhetd novények szamat befolyasolja azok mérete,
illetve egymastol valo tavolsaga. Abban az esetben, ha a kiilonallo ndvények levelei 6sszeérnek,
akkor megoldhat6 a kiilonallé kijeldléstik a "Magnify’ ablakban, de ez a képelemzés folyamatat
lassithatja. A képelemzés végeztével az egyedi novényekhez tartozd numerikus adatok Excel
formatumban tarolhatdk el késObbi statisztikai elemzés céljabol.

A PlantSize az egyedi ndvények rozettdjahoz tartoz6 morfoldgiai és fiziologia
paramétereket szamolja ki. A rozetta méretét meghataroz6 paraméterek:

- Tertlet (Pixel area), a novények altal lefedett teriilet pixelben;
- friss tomeg (Weight);
- konvex teriilet (Convex area), a rozettat koriilolelé burkon beliili pixelhalmaz;
- konvex szazalék (Convex %), a konvex burkon beliil elhelyezked6 novényi pixelhalmaz
szazalékos aranya a teljes pixelhalmazhoz viszonyitva (5. dbra).
A novények fiziologia allapotat a klorofill (ug Chl./pixel) és antocian (ng Anth./pixel)
értékekkel jellemzi, melyek meghatarozasa a novényekhez tartoz6 Hue (szindrnyalat) értékeit

alapjan tortént (Sass és mtsai., 2012).

5. Aabra: A PlantSize altal felismert Arabidopsis rozetta. Ahol a rozetta teriilete a piros vonalon
beliili pixelek, a konvex teriilet a kék vonalon (konvex burok) beliil elhelyezkedd pixelek
Osszege. A konvex % a rozetta és a konvex teriilet egymashoz viszonyitott szazalékos aranya.

A PlantSize-al végzett teszt kisérletek kiértékelését az MS Excel-ben végeztiik, az
adatok szignifikanciajara az egyszempontos ANOVA elemzést (Tukey-teszt) alkalmaztuk, ahol
a p-érték < 0,05 volt.
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4.2 Lepidium és Arabidopsis SPQ jellemzése
4.2.1 Novényi anyagok, sejtkulturak és nevelési koriilmények

A kisérletek soran kontrollként az Arabidopsis thaliana Columbia 6kotipust (Col-0)
hasznaltuk és a vizsgalt transzgénikus és mutans vonalak, illetve sejtkultirdk is ebben a
hattérben talalhatok. A T-DNS inszercios mutansok (SALK-014243, SALK-008417) a Salk
gylijteménybdl szarmaznak (Alonso és mtsai., 2003). In vitro névényeket hasonlé mdédon
tartottuk fent, mint ahogy az a 4.1.1 pontban megtalalhatd. A ndvénynevel6 kamraban végzett
szaritasos kisérletek alatt a ndvények rovid nappalon 8 ora fény és 16 6ra sotét periodusban (22
°C/ 18 °C), ~120 umol m 2 s™! intenzitast fényben, iiveghazi kisérletek soran hossza nappalon
¢és természetes fényviszonyok mellett neveltiik.

Az Arabidopsis gyokeér eredetii sejtkultarakat olyan MS tapoldatban tartottuk fent, amit
3% szacharo6zzal; 0,24 mg/l 2,4D-vel (2,4-diklor-fenoxi-ecetsav) és 0,014 mg/l kinetinnel
egészitettiink ki. A sejtszuszpenzios kultirakat 22 °C hdmérsékletli ndvényneveld szobaban 8
ora fény és 16 ora sotét koriilmények kozott és 125 fordulat/perc sebességili vizszintes
razogépen tartottuk. A sejtszuszpenziokon a taptalajt hetente 5: 45 aranyban frissitettiik (Fiilop
¢és mtsai., 2005).

4.2.2 Lepidium SPQ azonositasa

A fenotipus megvaltozasanak nyomon kovetésére alkalmazott eljarasokat Rigd és
munkatarsai (2016) altal kidolgozott mddszer alapjan végeztiik el. A Lepidium SPQ gén
jellemzése érdekben az alabbiak szerint jartunk el: a mar elézetesen azonositott (Rigd és mtsali,
2016) PL372PQ01-es, S10 és S14-es vonalak ndvekedésének a megfigyelésére a négyszogletes
Petri-csészékben nevelt novényeket kontroll 2 MS és 2 MS + 0,2 uM paraquattal (Sigma-
Aldrich) kiegészitett taptalajokon csiraztattuk ki és neveltiik, a génexpresszi6 indukélasara
egyes Petri-csészék 5 uM B-6sztradiolt (Sigma-Aldrich) is tartalmaztak. Mivel az alkalmazott
COS (feltételhez kotott cDNS-t tultermeld rendszer) pTCES vektora XVE optimalizalt
kodonnal rendelkezik, amelynek a transzaktivalo hatdsa osztradiol-fiiggd, és a P35S2 Cab22L
konstitutiv promoter altal szabalyozott. A nevelési koriilmények hasonldak voltak, mint ahogy
a 4.1.1 pontban megtalalhatd. A novekedésiiket 21 napig figyelemmel kisértiik és a Petri-
csészekrdl 3-4 naponta digitalis képeket készitettiink, amiket a PlantSize programmal
értékeltiink ki. A program akkori verzioja 3264x2448 pixel felbontast RGB képek alapjan a
rozettdk méretérdl adott informaciot a kijelolt teriiletek pixelszama alapjan, ahol az egységes

z0ld szinarnylattal rendelkez6 pixeleket ismerte fel.
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Az iiveghazi novények paraquat rezisztencidjanak az ellendrzése céljabol 6 darab
novényt csiraztattunk és neveltiink egy neveldtalcan beliil (2 — 2 db vad tipust Col-0, S10/32
és S10/36), amelyek 1:1 ardnyban tartalmaztak fold és homok keveréket (Terracult
International GmbH., Siegburg, Németorszag). A 3 hetes novényeket 12 napon keresztiil
77 detergenst adtunk hozza, ezaltal biztositva a szer jobb megtapadasat és felszivodasat a
novényekbe. A permetezés utan 24 oraval a kontroll és kezelt neveldtalcakat 1 g/ Voldiinger
Linz komplex miitragyat (Kwizda, Kwizda Agro Hungary Kft.) tartalmazo6 csapvizzel ontoztiik
meg. A sotétadaptalt (20 perc) novények PSII maximalis fotokémiai kvantumhatasfokat (Fv/Fm
= (Fm — FO)/Fm) 24 oraval a kezelést kovetden Imaging PAM M-Series, Maxi version (Heinz
Walz GmbH., Effeltrich, Németorszag) hasznalataval mértiik meg, az alkalmazott szaturacios
pulzus intenzitdsa 3000 pE volt. Kisérletet tobb alkalommal is megismételtiik és minden
esettben minimum 16 novényi egyedet vizsgaltunk vonalanként és minden novényen 2 mérési

pontot hatdroztunk meg az egyforma koru leveleken.

4.2.3 Plazmid konstrukciok és transzformalas

A molekularis biologiai technikdk, plazmid DNS izoldlds, DNS mintdk
gélelektroforézissel torténd méret szerinti elvalasztasa sordn Sambrook és munkatarsai (1989)
utmutatasait kovettiik. A plazmid DNS-ek modositasakor (restrikcidos endonukleaz emésztése,

ligalasa, klonaz enzimreakciok) minden esetben a gyarto eldirdsai szerint jartunk el.

4.2.3.1 Plazmid konstrukciok

A teljes hosszisagn AT3G52105 (AtSPQ) gén kodolo szakaszat 5° és 3° UTR régidival
egylitt specifikus restrikcios hasitohelyeket tartalmazo primerek (Fiiggelék, 1. tablazat)
segitségével szaporitottuk fel Phusion Taq polimeraz felhasznalasaval (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA). Az igy kapott DNS fragmentet pBSK(+) vektorba kloénoztuk, ahol
a nyitott leolvasasi keret (ORF) pontossagat szekvenalast kovetden ellendriztik. Majd a
kovetkezd 1épésben ligaz enzim reakcio altal pENTR-2B (Gateway) EcoRV és Sall hasitd
helyeire épitettiik be. Végezetiil pedig egy LR klonaz Il (Thermo Fischer Scientific, Vilnius,
Lithuania) reakciot végrehajtva pTCO27235S binaris vektorba (Rigé és mtsai., 2016)
transzformaltuk (Fiiggelék, 2. dbra).
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GFP ftzios konstrukciok eldallitasara a Lepidium SPQ (LcSPQ) és Arabidopsis SPQ
(AtSPQ) gének kodolo szakaszat helyspecifikus rekombinaciot elésegitd attB (attachment site)
szekvenciakat tartalmazé primerekkel felszaporitva (Fiiggelék, 1. tdblazat), modositottuk a stop
kodonokat (a  nagy  betlis rész: LcSPQ 37 vége, modositott  stop
kodon,CTCTTCACGTCCTCTCGCT Tcagctttcttgtacaaagtgg, amit kis betiis attB régio kovet.
AtSPQ 3° primer szekvencia: TCACGTCCTCTCTCTTCTTcagctttcttgtacaaagtgg). Az
AtSPQ/pBSK(+) ¢és P1372PQO01/pDONR (Rig6 és mtsai., 2016) templatokbdl felamplifikalt
SPQ szekvencia régiokat BP Klonaz II enzim (Thermo Fischer Scientific, Vilnius, Lithuania)
segitségével pPENTR207 Gatwaye vektorba klonoztuk. Kovetkezd 1€pésben az LR Clonase™
I1 (Thermo Fischer Scientific, Vilnius, Lithuania) enzimreakciokkal az SPQ-pENTR207 klénok
¢s a pGWBS desztinacids vektor (Nakagawa és mtsai., 2007) kozott szekvencia atrendez6dést

hajtottunk végre (Fiiggelék 3-4. abra).

4.2.3.2 Novényi és sejtkultira transzformacio

A vad tipust Col-0 novényeken Agrobacterium-kozvetitett transzformacié végrehajtasa
elétt az Osszes konstrukcid pontossagat szekvencia szinten ellendriztiik. Az Arabidopsis
novények infiltralasat Clough és Bent (1998) leirasa alapjan végeztiik el az Agrobacterium
tumefaciens GV3101::pMP90 torzzsel. Az AtSPQ gént pTCO27235S binaris vektorba
klénoztuk (35S::AtSPQ), ami tartalmaz egy BASTA rezisztencia marker gént is. Ezért a
novényi transzformacid sikerességét, a transzgénikus vonalak szelektaldsat a BASTA
herbiciddel végeztiik el (BAYER AG, Leverkusen, Germany), ami 300 mg/L glufozinat-
ammoniumot tartalmaz. Az iiveghazban csiraztatott novényeket 3 alkalommal lepermeteztiik a
herbiciddel és a tulélé egyedekkel dolgoztunk tovabb.

A modositott stop kodonnal rendelkezé LcSPQ és AtSPQ géneket pGWBS binaris
vektorba klonoztuk (35S::LcSPQ-GFP, 35S::AtSPQ-GFP), ami tartalmaz egy hpt (higromicin
foszfotranszferaz) szelekcids marker gént is. Ezért a fuzios fehérjéket taltermeld transzgénikus
novényeket 2MS taptalajon 20 mg/mL higromicin jelenlétében csiraztattuk ki. A talélt
novényekbdl felszaporitott (T2) vonalak koziil sztereo mikroszkoppal valasztottuk ki a tovabbi
vizsgélatra alkalmas, er6s GFP jelet mutato egyedeket.

A sejtszuszpenzios kultarak Agrobacterium-kozvetitett transzformacioja soran a

Ferrando ¢s munkatarsai (2000) altal leirt modon jartunk el.
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4.2.4 RNS tisztitas és kvantitativ valés ideji PCR (qQRT-PCR)

Az RNS kivonast 2 hetes in vitro vagy 4-6 hetes tiveghazi névényekbdl végeztiik el TRI-
reagenst hasznalva (Chomczynski és Mackey, 1995). A sziikséges c¢cDNS templatok
eldallitasahoz 5 ug RNS DN4az kezelését (TURBO DNA-free™ Kit, Thermo Fisher Scientific)
kovetéen 1 pg RNS-t hasznéltunk kiindulasként, amelyet a High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems) segitségével irtunk at a gyartd ajanlasa szerint.
Kvantitativ valos idejii PCR-hoz a SYBR® Green qPCR (Thermo Scientific) reakcioelegyet
hasznaltunk a gyartd ajanlasa szerint. A qRT-PCR méréseket az ABI 7900 Fast Real Time
System (Applied Biosystems) késziiléken végeztiik az alabbi programot hasznalva: denaturacié
95 °C 10 perc, 40 ciklus: 95 °C 15 mésodperc 60 °C 60 masodperc. A kapott adatokat az ABI
7900HT SDS 2.3 szoftverével értékeltiik ki. A reakcidok soran felhasznalt primerek listajat a

Fliggelék, 1. tablazata tartalmazza.

4.2.5 Sejtorganellumok frakcionaliasa és Western immunoblot analizis

A kiilonbozo sejtorganellumok differencidl centrifugélassal torténd elvalasztasat az
LcSPQ-GFP-t és AtSPQ-GFP-t taltermeld Arabidopsis sejtszuszpenzios kulturakat, illetve
novényi vonalakat felhasznalva végeztiik el Baba ¢s munkatarsai (2018) altal leirt médon. A
kivonatok fehérjetartalmat Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad) reagens segitségével hataroztuk
meg (Bradford, 1976). Egységesen minden mintabol 25 pg-nyi fehérjét 10 % SDS-PAGE gélen
méret szerint elvalasztottunk (Laemmli, 1970), majd elektroblotolassal Immobilon PVDF
(Millipore) membranra vittiik 4t. A membrant 1 o6ran keresztiil 1 X TBST telit6 oldatban (50
mM Tris-HCI [pH:8.0], 150 mM NacCl, 0.05% Tween-20, 5% sovany tejpor) inkubaltuk, majd
anti-GFP ellenanyaggal (Roche, 1:2000) kezeltiik 1,5 6ran at. Miutan 3 alkalommal 1 x TBST
oldattal 10 percig mostuk a membranokat, anti-egér masodlagos ellenanyaggal kiegészitett
(Pierce, 1:5000) telitd oldatban tartottuk 1 orat. A reakcidt kovetden a membrant ismét 3 x 10
percig 1 x TBST oldattal mostuk majd a gyarté utmutatasait kdvetve Immobilon Western
Chemiluminescent HRP Substrate (Millipore) reagenst hasznaltunk az ellenanyaggal reagalo
35S::LcSPQ-GFP és 35S::AtSPQ-GFP fuzios fehérjék detektalasara.
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4.2.6 Novekedési és csirazasi vizsgalatok

A rozetta levelek novekedésének megfigyelésére 5-7 napos csirandvényeket helyeztiink
at 0,1 uM és 0,3 uM paraquattal, illetve 1 uM; 2,5 uM, 5 uM, 10 uM és 20 uM ABS-sel
kiegészitett /2 MS taptalajokra. 3 naponta digitalis fényképeket készitettiink a ndvényekrdl, a
képek elemzését a PlantSize-al végeztiik el.

Gyokérnovekedés megfigyelésére 5-7 napos ndvényeket helyeztiink 4t a késébb
vertikalisan elhelyezett Petri-csészékre, ¢és ebben az esetben a kovetkezd kezeléseket
alkalmaztuk: 0,05 uM; 0,1 uM; 0,3 uM paraquat. A névényekrdl 3 naponta digitalis fotot
készitettiink, amiket a FIJI program segitségével dolgoztunk fel (https://imagej.net/Fiji).

Hipokotil megnyulas vizsgalatara a magokat 0,1 uM és 0,2 uM paraquat tartalmt
taptalajon csiraztattuk sotétben 6 napig. A kisérlet végén készitett fényképeket a FIJI
képfeldolgozo6 program segitségével elemeztiik ki.

Csirazasi tesztekhez a magokat a 4.1.1 pontban leirtak szerint sterilizaltuk, majd 2 napig
0,3 uM; 1 uM; 3 uM) helyeztiik el. A kisérlet soran kicsirazottnak a sziklevelek teljesen nyitott
allapotat tekintettiik.

4.2.7 Sztomazarédasi vizsgalat

A gazcserenyilasok vizsgalatat 4 - 6 hetes, el6z6leg 3 6ran keresztiil sotétben tartott
novényekrol gyiijtott leveleken végeztiik el (Leymarie és mtsai., 1998). A levelekrél epidermisz
nyUzatokat készitettiink és 25 mM KCI, 10 mM MES-Tris [pH 6.15] oldatba helyeztiik és
megvilagitas mellett 1 orat aztattuk. Ezutan az oldatot 1 uM, 10 pM, 50 uM ABS-sel
egészitettiik ki és tovabbi 3 orat inkubaltuk. A nytzatok kipreparalasa utan Nikon ECLIPSE
TE300 mikroszkophoz kotott SPOT-RT I1. kameraval felvételeket készitettiink. Az elkésziilt
képeket FIJI program segitségével elemeztiik Ki.
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4.2.8 Szarazsagstressz Kivitelezése

Az LcSPQ (S10, S14) és AtSPQ (AT1, AT3) taltermel6 vonalak szarazsagtoleranciajat
vizsgdlo kisérletek soran 2 hetes, szaporitotdlcdban nevelt novényeket iltettiink at 110 g
szarazsuly 6 vagy 12 lyuka nevel6talcakba. A 3-4 hetes novények locsolasat 11 - 12
(novényneveld kamra) és 14 - 16 (iiveghdz) napon keresztiil felfliggesztettiik és a novények
dehidrécioja soran tobbféle vizsgalatot is végrehajtottunk. A vizvesztés mértékét a cserepek
relativ tomegének és a novények relativ viztartalmanak (RWC) a méréseivel jellemeztiik 5
alkalommal egy kisérlet soran (Barr, 1962). A névények visszalocsolasa utan 4-6 nappal az
¢letképességiik kiértékelése a vonalak tulélési aranya alapjan tortént. A kisérletet Otszor
ismételtiik meg, minden alkalommal genotipusonként és kezelésenként 50-120 darab novényt
vizsgéltunk meg.

Az ellendrzott koriilmények kozott végzett kisérletek soran a modulélt fluoreszcencia
kioltasanak az analizise c€ljabdl 10 nap vizmegvonds utdn impulzus amplitidé modulécio elvén
miikodé (Imaging-PAM, M-Series, Maxi version, Heinz Walz GmbH, Effeltrich, Germany)
fluorométer késziilékkel megmeértiik a szaritott és jol 6ntozott transzgénikus és a vad tipusu
Col-0 n6vények PSII-n keresztiili linearis elektrontranszport sebességét (ETR). A 20 perc sotét
adaptaciot kovetd fényvalasz gorbék mérése soran a leveleket egyre magasabb foton flux
denzitast (PPFD) fénnyel vilagitottuk meg (0, 56, 111, 186, 281, 336 és 396 umol m? s*
fényintenzitas). Az eredmények kiértékelése sordn genotipusonként 20 darab ndvény mért
értékeit dolgoztuk fel, ahol ndvényenként 2 azonos méretii €s kort levélen 1-1 mérési pontot

jeloltiink ki. A kisérletet 4 alkalommal ismételtiik meg.

4.2.9 Lipid-peroxidacio mérése

A lipid-peroxidacios méréseket 14 napos in vitro névényeken végzett 7 uM paraquat
kezelést kovetden 24 és 48 ora elteltével, illetve a szarazsagtolerancia megfigyelése soran 10
nap dehidracio utan végeztiik el. A lipid-peroxidacio mértékének a megallapitasara a folyamat
végtermékeként keletkez6 malondialdehid tartalom meghatarozasan alapuld Heath és Parker
(1968) féle modszert alkalmaztuk. 100 mg névényt 1 mL (1 mL/100 mg) 0,1 %-os triklor-
ecetsavban és 0,4 %-0s butilalt-hidroxitoluolban homogenizaltuk, majd centrifugalas utan (20
perc, maximum fordulat) 250 pL feliilluszot 1 mL 20 %-o0s TCA-ban oldott 0.5% tiobarbitursav
oldattal elegyitettiik, és 30 percig 95°C-0s vizfiirddben inkubaltuk.
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Az abszorbanciat 532 nm és 600 nm-en Multiskan GO microplate reader (Thermo
Scientific) spektrofotométerrel mértik meg, az igy kapott értékeket a Lambert-Beer
segitségével szamoltuk ki, az MDA (malondialdehid) extrinkcios koeficiense 155 mM ~!' cm
~1. A végeredményt MDA (umol)/g FW abrazoltuk.

4.2.10 Klorofill és antocian tartalom mérése

Az in vitro csirandvények pigment tartalmanak a meghatarozasara a PlantSize

fenotipizald programot hasznaltuk.

4.2.11 Mikroszkopos modszerek

A GFP-vel jelolt LcSPQ és AtSPQ fehérjek lokalizacigjanak a vizsgalatdhoz fliggbleges
Petri-csészéken  csiraztatott 6-9 napos  35S::LcSPQ-GFP  ¢és  35S::AtSPQ-GFP
fehérjekonstrukciokat kifejezé novényvonalakat hasznaltunk fel. A kisérletek soran Visitron
spinning disk konfokalis mikroszkop Yokogawa CSU-W1 spinning disk egységét (amérd 50
um), Andor Zyla 4.2 Plus kamerat és az Olympus IX83 mikroszképot (Visitron systems
GmBH, Germany) hasznaltuk. A gerjesztési hullamhossz 488 nm volt, és a GFP
fluoreszcenciajat 500-550 kozott észleltik, 100x (oil, N.A. 1.3) objektivet alkalmazva. A
mikroszkopos képfeldolgozast az Adobe Photoshop és Corel Draw X7 programokkal végeztiik

el.

4.2.12 Bioinformatikai analizisek

A felhasznalt Arabidopsis thaliana szekvencidk a Phytozome adatbéazisbdl szarmaznak
(https://phytozome.jgi.doe.gov). A szekvencidk tobbszoros illesztését a Clustal Omega
internetes applikacio segitségével végeztiik el (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/),
amely a Gonnet féle PAM 250 (Point accepted mutation, szelekcio altal jovahagyott mutacio)
pontozasi matrixot alkalmazza (Sievers és mtsai.,, 2011). Ezaltal az aminosavszekvenciak
kozotti azonossag azok evollicids mutacios gyakorisaga alapjan értékelhetd, ahol a kezdetben
két azonos szekvencia kozott 1 PAM 1d6 alatt 1% eltérést okozo pontmutéacio torténik. A PAM
250 evolucios tavolsag mértékegysége tehat a 250-szer annyi id6 alatt kb. 80%-nyi eltérést
okozo pontmutaciot jelenti (Schwartz és Dayhoff, 1978). Ezt a pontozasi rendszert Gonnet
(1992) ugy modositotta, hogy a tavoli rokon fajok szekvencia Osszerendezésére is alkalmas
legyen. A fehérjék kozotti szekvencia homoldgiak vizsgalatdhoz az NCBI BLAST
szolgaltatasat (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) hasznaltuk.
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A transzmembranba ¢épilild o-hélix szerkezet jellemzésére ¢és az intracelluléris
lokalizacid meghatarozasara az Aramennont alkalmaztuk (http://aramemnon.botanik.uni-
koeln.de). Génexpresszios adatokat a GeneVestigator adatbazisbol nyertik ki
(https://genevestigator.com/gv/). T-DNS inszercios mutans allélokat a
http://signal.salk.edu/cgi-bin/tdnaexpress oldalon kerestiik meg, majd a genotipizalashoz a
primereket az iSect tool-al (http://signal.salk.edu/tdnaprimers.2.nhtml) terveztik. A DNS
szerkesztéséhez, plazmid konstrukciok és PCR primerek tervezéséhez a CLC Main Genomics
Workbench (https://www.qiagenbioinformatics.com/products/clc-genomics-workbench/)
programcsomagot és a Primer3Plus (http://www.bioinformatics.nl/cgi-

bin/primer3plus/primer3plus.cgi) weboldalt hasznaltuk.
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5. EREDMENYEK

5.1 Matlab alapu fenotipizalé program fejlesztése

A munkank soran az Arabidopsis novények novekedésének a gyors és hatékony
kiértékelése kulcsfontossagli szempont volt, ezért munkatarsaimmal kidolgoztunk egy Matlab
alapu képelemzo6 szoftvert (PlantSize) és az alkalmazason alapuld fenotipizaldé modszert. A
rozetta méretének, alakjanak és a szinének a valos idejii megfigyelésével lehetdségiink nyilt a
novekedési titemiik szamszert kiértékelésére, a konvex teriiletiikkel és szazalékértékiikkel a
morfoldgiai kiilonbségek feltarasara, klorofill és antocian tartalmukkal a fizioldgiai
allapotukrol nyerhettiink informacidt. A kiillonbozd stresszkezelések hatdsara bekdvetkezd

valtozasok megfigyelésére kétféle kisérleti rendszert alkalmaztunk (6. abra).

A Csirazas Novények athelyezése

* 5 nap *

Képelemzés: 0 3 6 9 12 15 nap
B Csirazas Stressz kezelés

* 14 nap l:
W

Képelemzés: 0 1 2 3nap

Novekedés
kontrollalt
koriimények
kozott

Digitalis képfeldolgozas

U

Képelemzés a PlantSize programmal:
- névény mérete (pixel terilet),
- novény alakja (konvex burok, terlet, %)
- névény szine (Hue).

U

A képelemzés soran kapott adatok statisztikai analizise, feldolgozasa:
- rozetta mérete (pixel terllet, friss tdmeg),

- rozetta alakja (konvex terlet, konvex %),

- klorofill és antocian tartalom (pixel szamok és Hue érték alapjan),

- ndvekedési Gtem megfigyelése.

6. abra: A novények nem destruktiv megfigyelése, novekedési és fiziologiai tulajdonsagainak
a jellemzése a PlantSize képelemz6é programmal. A-B) A kétféle kisérleti beallitas idébeli
sémaja. C) A képelemzés folyamatabraja.
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A képelemzés soran a négyszogletes Petri-csészékbe az analizis céljatol fliggden 16-36
darab 5 vagy 14 napos ndvényt helyeztiink el, és hosszabb (15 nap) vagy rovidebb (3 nap) ideig
kezeltiik a novényeket, ezalatt meghatarozott idokozonként digitalis fényképeket készitettliink
a Petri-csészékrol. A PlantSize-al végzett képelemzés végeredményeként szamszerii adatokat
kaptunk a ndvények méretérdl, alakjardl €s szinérdl (7. abra). Egy tipikus kisérlet 4 féle
kezelésbdl, 6 ismétlésbdl allt, a 24 Petri-csészét 5 idépontban fotoztuk le. A 120 fénykép
képelemzése soran 6sszesen 4320 darab novény morfoldgiai €s fizioldgiai jellemzoirdl kaptunk

tajékoztatast.
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7. é4bra: A PlantSize hasznalata Arabidopsis novények elemzésére. A kezel6i feliileten vad
tipusu (Col-0) és transzgénikus novények lathatok tobb napos paraquat kezelést kovetden.

5.1.1 A rozetta méret kalibracioja

A képelemzés soran lehetdségiink van a ndvények méretének €s ndovekedési litemeének
a megallapitasara. Ahhoz, hogy megbizhat6 adatokhoz jussunk elengedhetetlen volt a rendszer
kalibralasa. Az Arabidopsis rozetta méretének a meghatarozasara, a hitelesitési mérésekhez
kontroll (2 MS) taptalajon vad tipustu (Col-0) névényeket neveltiink és a fejlédésiik eltérd
fazisaiban megmértiik az egyedi novények friss tomegét (FW), amiket a PlantSize altal pixelben

mért rozetta tertiletiikhoz hasonlitottunk.
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A rozetta friss tdmeg ¢és a pixelben kapott méret kozott linearis dsszefliggést tudtunk
megallapitani (R? = 0,949, 8. abra, A). A névények ndvekedése soran a friss tomeg és a rozetta
méret atlaga idében hasonld tendenciaval rendelkezett (8. abra, B-C). Az atlagok valtozasa

linearis dsszefliggést mutatott (R = 0,99, 8. 4bra, D).
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8. éabra: A rozetta méretének a kalibracioja. A) A kontroll taptalajon nevelt vad tipusti névények
rozettdjanak friss tdmege és mérete kozotti linearis korrelacio (R? = 0,949). Az abrazolt adatok
egy ndvényhez tartozo értéket mutatjak. B) A ndvények atlagos friss tomegének és C) atlagos
rozetta méretének a valtozasa 14 napon keresztiil nyomon kdvetve. D) A PlantSize-al mért
atlagolt értékek (B, C) kozotti linearis korrelacio (R? = 0,99935).

A fenotipizalasok soran a ndvények méretbeli valtozasait sokszor kiilonb6z6 kornyezeti
tényezok befolyasold hatasa alatt vizsgaljak. Ezért a PlantSize segitségével meghataroztuk a s6
kezelésnek kitett Arabidopsis (Col-0) novények rozettajanak a novekedését. A kisérlet soran 5
napos csirandvényeket helyeztiink at 0-150 mM NaCl-t tartalmazo 2MS taptalajokra, majd 10
napon keresztiil meghatarozott idékozonként digitalis fényképet készitettiink €s azok alapjan
szdmszerisitettiik a rozettak méretét és a novények novekedési litemét. A kisérlet végén
megmértiik a ndovények friss és szdraz tomegét. A méréseket dsszevetve meghataroztuk a sé
kezelések novekedés gatlo hatasat. (9. abra). A rendszer segitségével nem invaziv modszerrel
regisztraltuk az egyes novények novekedését, fejlodését, ami biztositja az idébeli valtozasok

pontos, kvantitativ jellemzését.
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9. 4bra: Az in vitro Arabidopsis csiranévények novekedési iiteme novekvé so koncentraciok
hatasa alatt. A vizsgalatokhoz 5 napos Arabidopsis (Col-0) csirandvényeket helyeztiink at
kiilonb6z6 s6 koncentracioju (0 mM, 50 mM, 100 mM és 150 mM NaCl) taptalajokra (*2MS)
¢s 10 napon keresztiil 4 id6pontban a PlantSize alkalmazisdval meghataroztuk a rozettak
méretét (pixel). Az abran a képelemzéshez felhasznalt fényképek és a hozzajuk tartozo
novekedési gorbek lathatok.

Amig a PlantSize-al kiértékelt ndvények novekedési ratdja mar kozepes so stressz hatasa
alatt szignifikdns csokkenést mutatott addig a friss és szaraz tomeg értékeinél ez a tendencia

csak 100 mM NacCl vagy annal nagyobb koncentracio6 esetén volt megfigyelhetd (10. abra).
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10. 4bra: A rozettak tomegének csokkenése eltéré sé koncentracioju kezelések fiiggvényében.
Az Arabidopsis (Col-0) rozettajanak atlagos A) friss és B) szaraz tomege 0-150 mM NaCl
kezelések kovetkeztében. Sd. * p <0,05 egyszempontos ANOVA elemzés (Tukey-teszt), n
= 250.

Az Arabidopsis novények so stresszre érzékeny paramétereinek (rozetta méret,
novekedési iitem, tomeg) az Osszehasonlitdsa sordn megallapitottuk, hogy a levelek
tulajdonsdgainak a jellemzésére a PlantSize nem destruktiv moddszere pontosabb ¢és
megbizhatobb értékeket eredményezett, mint amit a friss és szdraz tomeg egy iddpontban

végzett mérései biztositottak.

5.1.2 Klorofill tartalom meghatarozasa

A szines digitalis képek elemzésével meghatarozhatdé a szintartomanyok
komponenseinek a telitettsége és intenzitasa, ami alapjan a ndvények pigmenttartalma is
megbecsiilhetd. A klorofill és antocian tartalom megbecsiiléséhez az Arabidopsis ndvényeket
jarnak (CdClz, H2O2, NaCl). Sass és munkatarsai (2012) a szines fényképek szinarnyalatanak
(Hue) értékei alapjan hataroztdk meg a novények klorofill tartalmét, mivel a zdld szin
kiilonb6zd arnyalatai megegyeztek a 0,15 — 0,25 kozotti tartomanyban 1évo értékekkel. Ezért
a stressz kezeléseket kdvetden az egyedi novények klorofill tartalmat 6sszevetettiik azok Hue
értekeivel. A novények klorofill tartalmdnak a pixel alapu értékei 0,2 — 1 pgChl/pixel
koncentraci6 tartomanyéaban linedris korrelaciot mutattak a hozzajuk tartoz6 Hue értékekkel
(11. abra). A magasabb klorofill koncentraci6 aranyosan magasabb pixelre vonatkoztatott Hue

értékkel parosult.
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11. abra: A Klorofill tartalom és a Hue értékek kozotti viszony. A 14 napos vad tipusa (Col-0)
novények 3 napig tarto 0,1 mM CdCl;, 3 mM H;O,, 150 mM NaCl kezeléseit kovetden
megmeértiik a klorofill tartalmukat. A névényi szinarnyalatok (Hue) értékeinek a megallapitasara
a PlantSize programot hasznaltuk. A) Az Arabidopsis novények rozettai. B) Az egyedi
ndvények Hue értéke és klorofill tartalma kozotti linearis korrelacio (R? = 0,90091) a pixel
szamok alapjan.

A nehézfém, hidrogén-peroxid és s6 kezelések mind csokkentették a levelek Hue
értekeit (4.1.7-es fejezet, 4. abra). Amikor 20 ndvény atlag értékeit hasonlitottuk Gssze, a
kezelések eredményeként kapott alacsonyabb klorofill tartalom alacsony Hue értékekkel jart
egyiitt (12. abra). Adataink alapjan elmondhatd, hogy a PlantSize segitségével stabilan

megbecsiilhet6 az Arabidopsis névények klorofill tartalma.
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12. abra: A nehézfém, hidrogén-peroxid és s6 kezelések hatasira csokkené klorofill tartalom
és Hue értékek. A) A novények atlag klorofill tartalma és B) Hue értékei. C) Az atlag Hue és
klorofill tartalom kdzotti pozitiv korrelacié (R? = 0,97886). Sd. * p <0,05 egyszempontos
ANOVA elemzés (Tukey-teszt), n = 300.
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5.1.3 Antocian tartalom meghatarozasa

A ndvényekben az antocidnok felhalmozddéasa az extrém kdrnyezeti hatasokra adott
valaszreakcionak tekintheté (Tanaka és mtsai., 2008). A stresszhatasok kovetkezményeinek
tesztelése soran fontos lehet az antocian tartalom nem invaziv médon torténd meghatarozasa.
A magasabb antocian tartalom voroses-lilas elszinezddéssel jar, ami a digitalis fotokon a
szinarnyalat (Hue) voros felé torténd elmozdulasat eredményezi. Annak érdekében, hogy a
PlantSize alkalmas legyen a ndvények antocian tartalmanak a becslésére, kalibracios méréseket
hajtottunk végre. Ehhez 2 hetes novényeket olyan kezeléseknek (nehézfém, oxidativ stressz,
A novények pigment tartalmadnak meghatirozasa utan a kapott koncentraciokat
Osszehasonlitottuk a program altal detektalt szinarnyalatok értékeivel (Hue). A kalibracid soran
az értékek kozott forditott linedris Osszefiiggést fedeztiink fel, habar a korrelacido nem volt olyan

mértékil, mint a klorofill meghatarozas esetében (13. 4bra).
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13. 4bra: Az antocian felhalmozodas mértékének a becslése. A 14 napos vad tipusu (Col-0)

crer

H20,, 200 mM és 500 mM szachar6z) hajtottuk végre, majd a manualisan mért pigment
tartalmukat 6sszehasonlitottuk a PlantSize-al mért Hue értékekkel. A) Az Arabidopsis novények
rozettai. B) Az egyedi novények Hue értékei és antocian tartalma kozotti forditott korrelacio
(R? = 0,65299) a pixel szamok alapjan.
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Amig a kiilonb6z6 stresszkezelések hatdsara a novények megndvekedett antocian
tartalommal rendelkeztek, addig a Hue értékiik csokko tendenciat mutatott. A ndvények atlag
antocian tartalma és atlag Hue értéke k6zott forditott linearis korrelacié volt megfigyelhetd (14.

abra).
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14. 4bra: A nehézfém, hidrogén-peroxid és szacharéz hatisara névekvé antocian tartalom és
Hue értékek osszehasonlitasa. A) A novények atlag antocian tartalma és B) Hue értékei. C)
Az atlag Hue és klorofill tartalom kozotti forditott korrelacio (R? = 0,97593). Sd. * p <0,05
egyszempontos ANOVA elemzés (Tukey-teszt), n = 300.

Eredményeink alapjan elmondhato, hogy az Arabidopsis novények antocian tartalma a
rozettak szindrnyalata a modositott szintér alapjan elég pontosan megbecsiilhetd. A levelek Hue
értékeinek az eltolddasa megbizhatd informéciot tud adni a klorofill tartalom (Hue ~0,15 —

0,25) és antocian koncentraci6é (Hue -0,02 — 0,24) valtozasairol.
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5.1.4 A PlantSize alkalmazasa a morfolégiai valtozasok jellemzésére

A PlantSize alapt kép analizis lehetdséget nyujt bizonyos morfologiai valtozasok
tesztelésére is. A phyB-9 mutans jellegzetes, a fotomorfogenezis szabalyozasahoz kothetd
fenotipust mutat, mint példaul a meghosszabbodott hipokotil és levélnyél, enyhén csokkent
klorofill tartalom és korai virdgzas (Reed és mtsai., 1993; Reed és mtsai., 2000). Ezért a
program érzékenységének a tesztelésére és validalasara a funkcidvesztéses phyB-9 mutanst
valasztottuk ki. A standard koriilmények (Y2 MS) kdzott nevelt phyB-9 mutansok rozetta mérete,
hosszabb levélnyele és keskenyebb levele miatt, 40%-al kisebb volt a vad tipusti novényekhez
képest (15. abra, A-B). A vad tipusu és mutans névények konvex teriilete megegyezett, viszont
a mutans novények konvex %-a 40 %-kal kisebb volt, ami a phyB-9 mutans és vad tipusu (Col-
0) novények alakja kozti kiilonbséget jelzi (15. abra, C-D). A képelemzd program a phyB-9
mutansban 10-15 %-kal alacsonyabb klorofill tartalmat észlelt, mint a vad tipusuban (15. dbra,
E). Adatataink alapjan elmondhatd, hogy a PlantSize fenotipizald program alkalmas a ngvények
fejlodése soran a rozettak alakjanak és szinének a legaprobb valtozasainak kiilonosebb

beavatkozast mell6z6, nem invaziv a megfigyelésére.
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15. abra: A phyB-9 mutans és a vad tipusi Arabidopsis novények fenotipusa. A vad tipusu (Col-
0) és phyB-9 mutans névényeket hagyomanyos 2 MS taptalajon csiraztattuk ki, majd a 14. és
17. napon fényképet készitettiink a Petri-csészékrél. A) A 17 napos Col-0 és phyB-9
novényekrol késziilt digitalis fénykép, a rozettak alakja és szine kdzotti kiilonbség egyértelmiien
latszik. B — E) A PlantSize képelemzés altal kinyert adatok. B) A rozettak mérete, C) konvex
teriilete pixelben és D) konvex % -ban megadva. E) A Hue értékek alapjan megallapitott
klorofill tartalom, melynek relativ értéke a 14 napos Col-0 ndvények klorofill tartalmaval volt
normalizalva. A kisérletet 3 alkalommal ismételtik meg, sd. * p <0,05 egyszempontos
ANOVA elemzés (Tukey-teszt), n = 108.
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5.2 Lepidium crassifolium ¢cDNS tialtermel6 vonalak jellemzése

A csoportunkban korabban Kkifejlesztett Stressztolerancia alapu sziirési rendszer
(Conditional cDNA Overexpression System, COS) segitségével tobb olyan Lepidium
crassifolium gént sikeriilt korabban azonositani, melyek megnovelték a transzgénikus
Arabidopsis thaliana novények stressz toleranciajat (s6, ozmotikus, oxidativ) (16. abra; Papdi

¢és mtsai., 2008; Rigd és mtsai., 2012; Rigo és mtsai., 2016).
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meghatarozasa: LcSPQ gén

Lc5SPQ gén altal biztositott paraguat rezisztencia Ujraellendrzése N L i .

S10 és Sld-es vonalak — ~o=l
(Lepidium cDNS inszert a CaMV 355 konstitutiv prométerrel kifejeztetve) ] e

16. abra: A Lepidium crassifolium (LcSPQ) gén azonositasanak fobb lépései.

A Ph.D. programom feladata néhany, mar korabban kivalasztott, eldzetesen jellemzett
vonal tesztelése, illetve Lepidium gén analizise volt (1. tablazat). A genetikai szlirés soran
azonositott ,,PL” sorozatii Arabidopsis vonalbdl izolalt cDNS fragmenteket olyan expresszios
vektorokba klonoztuk, amelyek konstitutiv pCaMV 35S promoterrel (,,S” sorozat) vagy stressz
indukalt RD29A promoterrel (,,R” sorozat) rendelkeznek. A vektorokkal transzgénikus
Arabidopsis vonalakat allitottunk eld, amelyekkel ellendriztiik az adott cDNS stressz toleranciat
javito tulajdonsagat (1. tdblazat; Rigo6 és mtsai, 2016). A s6, ozmotikus és oxidativ stressz tlirést

in vitro rendszerben, a ,,PL” vonalakhoz hasonl6 koriilmények kozott végeztiik.
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1. tdblazat. A COS sziirési program soran tovabbi jellemzésre kivalasztott vonalak.

Azonositott Arabidopsis Ellen6rzé
vonal cDNS Kédolt protein gén Tolerancia vonalak
ozmotikus S15 R15

PL0O35P08 1,1kb Homeodomain (MYB) protein AT3G12730 (PAM) '
ozmotikus S16 R16

PL127P04 0,76kb acyl-CoA-binding protein 6 AT1G31812 (PAM) '
translationally controlled tumor ozmotikus S19. R19

PL151P06 1,1kb protein AT3G16640 (PAM) '
PL372PQ01 0.5kb hypotetical protein AT3G52105 paraquat S10, R10

GDSL-type Lipase/Acylhydrolase,

PL542Na01 1.6kb ERMO3 AT1G54030 NaCl S12,R12
PL1012PQ02 0,6kb hypotetical protein AT3G52105 paraguat S14,R14

Az ,.S” és ,,R” sorozati vonalak tesztelése soran eltérd szintll stressz toleranciat talaltunk. A
tesztelt vonalak koziil a S10 és S14 vonalak paraquat rezisztencidja volt a legkiemelkeddbb és

legjobban reprodukalhato. Ezért ezeket a vonalakat valasztottuk ki a részletes vizsgalatokra.

5.2.1 Paraquat rezisztencia a PL372PQO01 vonalban

A PL372PQ01 ¢és vad tipusi novények ndvekedési kiilonbségeinek pontos
meghatdrozasa céljabol a transzgenikus ndvényeket 2MS (kontroll), /2MS + 5 uM 6sztradiol,
0,2 uM paraquat vagy 0,2 uM paraquat és 5 uM 0Osztradiol tartalmu taptalajon csirdztattuk és a
rozetta méret valtozasat a PlantSize szoftver (Faragd és mtsai., 2018) segitségével 21 napon
keresztiil analizaltuk. Az indukald szerrel kiegészitett kontroll taptalajon (2MS + 5 uM
Osztradiol) novekedett novények rozetta mérete hasonlo volt a kontroll (?2MS) koriilmények
kozott neveltekkel. Tehat az Osztradiol dnmagaban nem befolyasolta a ndvekedésiiket. A
paraquat az indukaldszer hianyaban a PL372PQO01 novények novekedését a Col-0 vad tipust
novényekhez hasonlé mértékben gatolta. Amikor a kezelést Osztradiollal kiegészitettiik €s
ezaltal indukaltuk a Lepidium cDNS transzkripcidjat, a transzgénikus névények novekedését a

paraquat kezelés kevésbé gatolta, mint a vad tipusuét (17. abra).
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17. ébra: A névekedési tesztek soran azonositott PL372PQ01 vonal paraquat rezisztenciija.
A) 21 napos PL372PQO01 és a vad tipust Col-0 novények kontroll (*2MS), kontroll + &sztradiol
(*aMS + 5 uM osztradiol), paraquat (0,2 uM) és paraquat + 6sztradiol (0,2uM paraquat + 5 uM
Osztradiol) kezelések jelenlétében. B) PL372PQO01 és Col-0 vad tipust vonalak novekedésének
az abrazolasa az id6 fiiggvényében. (sd, * p<0,05, ** p<0,01 (t-proba), n = 108).

5.2.2 A PL372PQ01 cDNS inszert azonositasa és ellenorzése

A PL372PQO01 vonalbdl egy 600 bazispar hossziisagli cDNS inszertet klonoztunk, ami
egy 210 nukleotid hosszt kdédolo szakasszal (ORF) rendelkezik. Az ORF egy minddssze 69
aminosavbol allo prediktalt fehérjét kodol. (Fiiggelék 5. 4bra). Ezért az altalunk ujonnan
azonositott Lepidium génnek az LcSPQ (Lepidium crassifolium Small Paraguat Resistance)
nevet adtuk. Ezutan egy j, novényi transzformaciora alkalmas vektor konstrukciot hoztunk
létre, melyben a teljes hosszisagh LCSPQ cDNS-t pCaMV 35S konstitutiv prométerrel

kapcsoltuk dssze és vad tipust Arabidopsis névényekben fejeztettiik ki.
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A beiiltetett gén expresszidjanak szintjét T2 generacids ndvényeken (S10/32, S10/36)
hatdroztuk meg, a fiiggetlen transzformans vonalakban termelddd LcSPQ RNS szintjét
Northern hibridizalas segitségével ellendriztiik (Fiiggelék 6. abra). A taltermelé Arabidopsis
vonalakon a mar el6z6ekben emlitett, in vitro kisérleti rendszert alkalmazva (18. abra) sikeresen
igazoltuk, hogy a PL372PQO01 vonalbdl azonositott LcSPQ cDNS taltermeltetése paraquat

rezisztenciahoz vezet.

Paraquat
A Col-0 S10/32 S10/36

140 1

xE

~&~S510/32
~-S510/36
-8-Col-0

120 A
100 -

Rozetta méret (Pixel x 1000)

0 3 6 9 12 15 18 21
Idé (napok)

18. bra: A pCaMV 35S promoterrel osszekapesolt LcSPQ cDNS-t taltermelé S10
novényvonalak paraquat rezisztenciaja. A) 21 napos Col-0 (vad tipusu), S10/32-es és
S10/36-0s novények rozetta mérete paraquat (0,2uM) kezelés hatasara. B) Col-0 és S10-es
névények 21 napig megfigyelt novekedési iliteme paraquat (0,2uM) kezelés hatasara (sd, *
p<0,05, ** p<0,01 (t-préba), n = 108).
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Az LcSPQ cDNS taltermeltetésébdl fakadd paraquat rezisztencidt iiveghazi
koriilmények kozott is megvizsgaltuk. Erre a célra 3 hetes, iiveghdzban nevelt S10/32, S10/36
transzformansokat és a Col-0 vad tipust ndvényeket 20 uM paraquat és 0,01 % Silwet oldattal
(paraquat kezelés) illetve 0,01%-o0s Silwet oldattal (kontroll kezelés) permeteztiik. A kezelést
harom alkalommal ismételtilk meg. A transzgénikus vonalak talélték a paraquat kezeléseket,
mig a vad tipusu (Col-0) novények kifehéredtek, majd elpusztultak (19. dbra, A). A paraquat
kezeléseket kovetden 24 ora elteltével drasztikusan csokkent a Col-0 vad tipust novények
fotoszintetikus hatékonysagot tiikrozé6 PSIl maximalis fotokémiai kvantumhatasfokanak
(FV/Fm) értéke, mig az S10-es vonalak esetében csak csekély mértékii valtozas volt

megfigyelhet6 (19. abra, B).

Paraquat
A Col-0 $10/32 $10/36

-

0.85 085
0.80 1 pﬁﬁ 0.80
x xR
0.75 * 0.75 1
g
E 0.70 ~=Col0 070 | w@=Co0 &
0.65 ~-=S10/32 065 1 =-+=S10/32
0.60 ~4~S510/36 0.60 ~+~$10/36
0.55 v v v 0.55 v v v
0 4 8 12 0 4 8 12
Idd (napok) I1dd (napok)

19. abra: Az LcSPQ tiltermeld S10-es novények paraquat rezisztenciaja. A) Cserépben nevelt
vad tipusu (Col-0) és S10 ndvények 8 nappal az els6 paraquat (20 uM paraquat és 0,01% Silwet)
kezelés utan. B) A cserépben nevelt ndvények (Col-0, S10/32 ¢és S10/36) klorofill
fluoreszcencia értékei (Fv/Fm: PSII maximalis fotokémiai kvantumhatasfoka) 0, 4, 8 és 12
nappal a paraquat kezeléseket kovetden (20 uM paraquat és 0,01% Silwet). (sd, * p<0,05, **
p<0,01 (t-préba), n = 16).
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5.3 Arabidopsis thaliana SPQ gén jellemzése

5.3.1 AtSPQ in silico azonositasa

Szekvencia alapu homologia keresés soran megallapitottuk, hogy az SPQ —hoz hasonlo
gének a magasabb rendli novények genomjaban egy, illetve két kopiaban vannak jelen, és 66-
76 aminosav hosszusagu fehérjéket kodolnak. A fehérje szekvencidk tobbszoros illesztése és
elemzése alapjan elmondhato, hogy a fehérjék N-termindlis végén taldlhatd hidrofob szignal
szekvenciaja magasfoki konzervaltsdgot mutat mind a 62 darab SPQ fehérje esetében (20.

abra).

CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

.mays3
.distachyon
urartu
satival
italica
mayel

mays2
acuminata
dactylifera
persica2
melol
sinensis
notabilis2
grandiel
sativael
napus3
rapal
crassifolium
satival
rubellal
thaliana
lyrata
salsugineum
sativus2
napusl
rapal
napus2
oleracea
rapal
notabilisl
arietinum2
truncatula3
vulgarisl
viniferal
precatorius
max2

cajan

max1
truncatula2
arietinum
tuberosuml
lycopersicuml
sativusl
moschata
charantia
olitorius
raimondii
hirsutum
zibethinus
cacao
umbratica
papaya
curcas
clementine
sinensis2
trichocarpa2
trichocarpal
euphratica
angustifolius
chinensis
grandisl
jujuba

v ¥

Brassicaceae
1
NNIHYYIONLUAOTHODOOOZONOLUONZIOANOPCYITONIPRIIIINIIPONOLDIERNUIIOOYYZINNNOSID N

Szignal szekvencia

20. abra: A novényekben talalhaté 62 SPQ peptid szekvencidinak osszehasonlitasa. A
bekeretezett szekvenciak a Brassicaceae csaladot jelolik. Az Arabidopsis és Lepidium
szekvenciakat nyil mutatja. A domén szerkezete az alabbi szinkdd alapjan van jeldlve: Kicsi
(kicsi + hidrofob (aromasokkal egyiitt -Tirozin)), Savas, Bazikus —Hisztidin, Hidroxil +
szulfhidril + amin + Glicin, Konzervalt szekvencia részek jelolése: ( * ) Teljes mértékd; (@)
aranyuk > 0,5; (. ) aranyuk < 0,5 és > 0 a PAM 250 (Point accepted mutation) pontozasi matrix
rendszerben. Alahuzott rész: feltételezett szignal szekvencia. Forras:
https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/ (Madeira €s mtsai., 2019).
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Ez a konzervaltsag a kaposztafélék csaladjaba (Brassicaceae) tartozo fajokban talalhato
SPQ tipusu fehérjék esetében a legmagasabb (21. abra). A 90%-nal nagyobb a szekvencia

azonossag alapjan valoszinii, hogy az SPQ fehérje funkcidja ezekben a fajokban konzervalt.

L.crassifolium MLOLFFTIAFSAAPLTLYIPPMRCLTVFVETMEEMGMEGRVYSRRELLPRARIAWSRLLDCLFSSSRPLA-— €9
A.thaliana MLOLFFTIAFSAAPLTLYIPPIRCLTVFVETMEEMGMEGRV Y SWRLFPRARIAWSRLLDCFEFSSSRPLSS— 70
A.lyrata MLOLFFTIAFSAAPLTLYIPPVRCLTVFVETMEEMGMEGRVYSRRLFPRARIAWSRLLDCFFSSSRPPLSS 71
C.rubella MIQLFFTIAFSAAPLTLYIPPVRCLTVEFVETMEEMGMEGRVYSRELFPRARIAWSRLLDCFEFSPSRPLSS— 70
E.salsugineum MLOLFFTIAFSAAPLTLYIPPVRCLTVFVETMEEMGMEGRVYSRRLFPRARIAWSRLLDCFFSSSRRPS-—— €9
B.napus MLOLFFTIAFSAAPLTLYIPPIRCLTMEFVETMEEMGMEGRVYSREVFPRARIAWSRLLDCFEFSSSSPRRA- 70
B.rapa MLOLFFTIAFSAAPLTLYIPPIRCLTMFVETMEEMGMEGRVYSREVFPRARIAWSRLLDCFEFSSSSTRRA- 70
consensus KA EEEAXTKKAXIFAALE R (AKX KL A X AT XX KK AXNLIA LXKy s kA AAX XXX IAAL (%% &

21. abra: A Brassicaceae csalad SPQ tipusu fehérjéinek a szekvencia illesztése. A keret a
feltételezett szignal peptidet jelzi.

Az LcSPQ Arabidopsis ortologja (AT3G52105) 213 nukleotid hosszusagh intronmentes
ORF-el rendelkezik, ami egy 70 aminosav hossziisagl és eddig ismeretlen, altalunk AtSPQ-
nak elnevezett fehérjét kodol. Ez a fehérje nagyfokt egyezést mutat az LcSPQ fehérjével (92%-
os szekvencia azonossag, 95%-0s szekvencia hasonlosag).

Az AtSPQ esetleges transzmembran szerkezetének a megallapitasa céljabol a fehérje
szekvenciat az Arabidopsis membranfehérje adatbazis (Aramennon; Schwacke és mtsai., 2003)
segitségével elemeztiik tovabb, ezaltal szamos szekvenciaelemzd program eredményeit kaptuk
meg. A szekvencia szegmensek elemzése alapjan elmondhato, hogy az AtSPQ fehérje hidrofob
aminosavakbol all6 transzmembran a-hélix szerkezetet tartalmaz, ami a fehérjék membranba

torténd integralodasat segitheti (22. ébra).

Alom_v2 none
DAS-THFi1ter — 1tn
Eiconda_vi — 1tn
HoTop_v2 —_— 1 tm (N-out)
MemSat_v3 none
Minnou none
PHOhtm — 1 tm (N-out)
Philius = none
Phobius ; none
PredTmr_vi none
Scampi — 1 tm (N-out)
SosuiG_vi.1 7 3 none
SWMtn_v3 none
THUMBUP _v1 — 1 tm (N-out)
TmHMM_v2 none
THMOD none
TmPred < 1 tm (N-out)
TopPred_v2 - 1tn

= 0 tm

= 0 tm

10 20 30 40 50 60

o

22. abra: AtSPQ fehérje valosziniisitett szerkezeti felépitése. o-hélix transzmembran szerkezet

predikciok 20 adatbazis alapjan. 1 tm: van, BN alacsony...magas hidrofobitassal.

% . N-terminélis szignal szekvencia levagodasi hellyel. 1 tm (N-out): van, N-terminalis
nem citoplazmatikus  orientdcioval. None: nincs hidroféb jelleg. Forras:
http://aramemnon.botanik.uni-koeln.de (Eisenberg és mtsai., 1984; Cornette és mtsai., 1987).
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Az AtSPQ sejten beliili lokalizacidjanak szamitdogépes eldrejelzése elsdsorban a
szekrécios rendszerhez kapcsolt sejten beliili lokalizaciot valoszinisiti (23. abra; Aramennon;

Schwacke és mtsai., 2003).

chloroplast mitochondrion secr.pathuway nucleus

AtSubP
BaCello
ChloroP_vi.1
iPSort
Mitopred
MitoProt_v2
MultilLoc
NLStradamus
NucPred
PCLR_v0.9
PProwler_vi.1
PredicthLS
PrediSi
Predotar_vi
PredSL
SignalP_vd.1
SLP-Local
TargetP_vi
WolLF-PSort
YLoc

23. abra: AtSPQ intracellularis lokalizacioja tobbféle predikcios adatbazis alapjan.
kloroplasztiszban, : mitokondriumban, . szekréciés utvonalon,

. sejtmagban. A szinek erdssége indikalja a lokalizacidé valdszintiségének az
erdsségét (alacsony...magas). Forras: http://aramemnon.botanik.uni-koeln.de (Schwacke és
mtsai., 2007).

5.3.2 AtSPQ gén expressziods vizsgalata

Arabidopsis thaliana génexpresszios adatbazisokban (Genevestigator; Hruz és mtsai.,
2008) megtalalhato informaciok szerint az AtSPQ gén kozepes szinten fejezddik ki a novény
egyedfejlodésének minden egyes szakaszaban (Fiiggelék 7. abra; GeneChip® Arabidopsis
ATH1 Genome Arrays (Affymetrix)). Az adatbazis eredményeit figyelembe véve mi is
megvizsgaltuk az AtSPQ expresszios mintazatat. Vad tipusu (Col-0) ndvények kiilonbozo
szerveibdl szarmazo RNS mintdkon végzett valos idejii kvantitativ RT-PCR eredménye alapjan
elmondhaté, hogy a AtSPQ transzkript mennyisége nem mutat lényeges eltérést a

referenciaként hasznalt 18S rRNS szintjéhez képest (24. abra).
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24. dbra: Az AtSPQ gén kifejezodése kiillonb6zé novényi szervekben és szovetekben. Relativ
expresszio (272¢") 18S RNS génekhez viszonyitva.

Az LcSPQ cDNS-t a Lepidium COS gylijteményiinkbél izolaltuk el8szor, ahol
ozmotikus, s és oxidativ stresszre a vad tipustol eltérd fenotipust mutatdé mutansok sziirésére
kidolgozott technikaval azonositottuk. Ezért teszteltik az LCSPQ ¢és AtSPQ gének
expresszidjanak valtozasat vad tipusi Lepidium crassifolium és Arabidopsis thaliana
novényekben paraquat, szorbitol és so kezelések hatasara (25. abra). Mivel Lepidium
crassifolium szekvenciadk még nem elérhetdek egyetlen egy publikus adatbazisban sem, ezaltal
az expresszids vizsgalatok soran hasznélatos referencia gének szekvencidja sem ismert. [gy
elsd 1épésben a Lepidium sativum, Lepidium meyenii és Lepidium campestre aktin, ubikvitin,
GAPDH2 mRNS ¢és 18S rRNS szekvencidkra tervezett primerek (Linkies és mtsai., 2009; Sinha
¢s mtsai., 2014) segitségével térképeztiik fel a kérdéses régidkat a Lepidium crassifoliumban,
melyek kozzétételét a jovoben tervezziik. Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy az SPQ
gének mRNS szintjét a kiilonbozo stresszkezelések (oxidativ, ozmotikus, s6) lényegesen nem

befolyasoljak (25. dbra).

Lepidium crassifolium Arabidopsis thaliana
1.6 16 -
o 1.4 ° 14 4
MNo12 W12 T
0 ]
@ 1.0 4 . o qq T T
a = 20ra Q 2 dra
E 0.8 - m 6 dra % 0.8 1 R T M n 6dra
% 0.6 m 24 6ra > 0.6 4 : m 24 Gra
o 04 % 04 1
T 2] o2
0.0 4 0.0 A T T T
Kontroll SuM 300mm 150mM Kontroll HuM 300mmM 150mM
Paraquat Szorbitol NaCl Paraquat Szorbital NaCl
Kezelések Kezelések

25. abra: AtSPQ és LcSPQ gének Kifejezédése. Az SPQ gének expresszidja 2 hetes vad tipusu
Arabidopsis thaliana és Lepidium crassifolium novényekben, kontroll (folyékony 2MS) és
hozzaadott 5 uM paraquat (PQ), 300 mM szorbitol (Szorb), 150 mM NaCl (NaCl) kezelések
hatasara 2, 6, 24 ora elteltével. Relativ expresszidjukat (222<") a 18S rRNS és GAPDH2
génekhez viszonyitottuk sd, * p<0,05 (t-proba).
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Génexpresszids adatbazisok alapjan az AtSPQ expresszidja csak enyhe mértékben
emelkedett meg ABS kezelés hatasara, illetve csokkent csirazas alatt (Filiggelék 8. ébra;

Genevestigator; Hruz és mtsai., 2008).

5.3.3 AtSPQ fehérje tultermeltetése Arabidopsisban

Miutan in silico médszerekkel és expresszids adatokkal igazoltuk az SPQ jelenlétét a
ludfiiben, kivancsiak voltunk, hogy AtSPQ taltermeltetése a vad tipusu ndvényekben okoz-e az
LcSPQ tultermeltetéséhez hasonld paraquat rezisztencidt? Transzgénikus novények
létrehozasahoz ugyanazt a binaris vektor konstrukcidt alkalmaztuk, mint az LcSPQ cDNS
tultermeltetése soran (Rigo és mtsai., 2016). Az Arabidopsis SPQ cDNS-t konstitutiv pCaMV
35S prométerrel kapcsoltuk Ossze, majd vad tipusu Arabidopsis nt')vények kromoszdémaiba
ellendriztik az AtSPQ fokozott miikodését valos idejii RT-PCR segitségével. Mindegyik
tesztelt vonal egy vagy tobb nagysagrenddel magasabb SPQ transzkript szintet mutatott, mint
a vad tipusu novény. Ezt kdvetden a szegregald transzgénikus vonalak paraquat rezisztenciajat
is ellendriztiik (Fiiggelék 9. abra). A tovabbiakban az altalunk AT1-nek nevezett vonalbdl
szelektalt homozigota novényekkel dolgoztunk tovabb, melyeknek részletes analizisét a
PlantSize képelemz6 szoftverral végeztiik el. Megallapitottuk, hogy az AtSPQ taltermeltetése
a vad tipusu novényekhez képest az LcSPQ taltermeltetéshez hasonld mértékii paraquat

rezisztenciahoz vezet (26. abra).

Col-0 LeSPQ(S10) AtSPQ (AT1) B ...
o AISPQ (AT1)
0 uM \ ‘ W% ./" g 901 —8— LcSPQ (510) i
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8 01uM | =it *! o
e | ]
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26. abra: A pCaMV 35S prométerrel dsszekapcsolt LcSPQ és AtSPQ cDNS-t tultermelé
novényvonalak paraquat rezisztenciaja. A) 21 napos Col-0 (vad tipusa), LcSPQ (S10) és
AtSPQ (AT1) noévények rozetta mérete tobbféle paraquat koncentraciot alkalmazva (0 uM; 0,1
uM; 0,3 uM és 1 uM). B) Col-0, LcSPQ (S10) és AtSPQ (AT1) novények 11 napig megfigyelt
novekedési titeme paraquat (0,3uM) kezelés hatasara (sd, * p<0,05, ** p<0,01 (t-proba), n =
24).
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5.3.4 Arabidopsis SPQ T-DNS inszercios mutansok azonositasa

Az AtSPQ gén jellemzése és funkciojanak feltarasa céljabol két fiiggetlen mutans allélt
vizsgaltunk, melyekhez a SALK intézeten keresztiil jutottunk hozza (Alonso és mtsai., 2003).
Vektor, illetve génspecifikus primerek segitségével szaporitottuk fel a T-DNS inszert kornyékét
¢és szekvenaldssal meghataroztuk a T-DNS AtSPQ génbe tortént beépiilések pontos helyét. Az
136 bazisparnyira a start kodontdl 5’ iranyban, és 22 bazisparnyi deléciot okozott. Az spql
(SALK 14243) mutans allél esetében egy tandem (LB-LB) T-DNS beépiilést fedeztiink fel,
kozvetleniil 6 bazisparnyira az ATG kodon utan 3’ iranyban, ami egy 20 bazisparnyi kivagodast
eredményezett (27. abra). RT-PCR analizis segitségével megallapitottuk, hogy a homozigéta
spg2 mutansban a T-DNS inszercid a teljes hosszusagi AtSPQ gén atirédasat nem befolyasolta,
mig a spgl mutansban hianyzott a AtSPQ transzkript. Ezért a tovabbiakban csak az spql

mutanssal dolgoztunk.

LB spq1 LB
LB SP92 B

-1 932330€

= = - = =
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& & & & =
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27. abra: A T-DNS inszercio elhelyezkedése az spgl és spg2 mutansokban. Vilagossziirke
kiemelés jeloli az 5° és 3 at nem ir6do régiokat, mig a fekete kiemelés az AtSPQ gén

crer

crer

Az AtSPQ gén transzkript szintjét qRT-PCR modszerrel is Osszehasonlitottuk a vad

tipust Col-0, a spgql mutans és AtSPQ taltermeld transzgénikus ndvényekben (28. 4bra).
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Amig az spgl mutinsban nem volt kimutathaté az AtSPQ transzkript, a fehérjét
tultermeld AT1 transzgénikus novényekben a Col-0 vad tipusban mért AtSPQ mRNS szinthez
képest tobb nagysagrenddel magasabb expressziot kaptunk (28. abra). A transzkripcids adatok
alapjan kijelenthetjiik, hogy a T-DNS inszercié az AtSPQ gén funkcidvesztéses (knock-out)

100 1~
80 A
60 -

40 4

Relativ expresszid

20 -

o, 1

Col-0 spqg AT1

28. abra: AtSPQ gén transzkripciéjanak a vizsgalata. AtSPQ gén vizsgalata valos idejil
kvantitativ PCR-rel vad tipusti (Col-0), homozigéta spql mutansban és 35S::AtSPQ (ATI1)
transzgénikus novényekben. A mért mRNS szinteket az UBC18 mRNS kontrollhoz
normalizaltuk (24<). (sd, *** p <0,001, t-proba).

Az Arabidopsis genom szekvencidja szerint az AT3G52105 gén 3° UTR régidja 150
3’UTR régiojaval. Az AT3G52110 gén egy ismeretlen fehérjét kodol. Elképzelhetd, hogy a két
gén egyidejii transzkripcidja a 150 bp atfedé szakasz miatt siRNS (kis interferald
ribonukleinsav) képzédéshez vezet, ami az egyik vagy mindkét gén csendesitését
eredményezheti. Hogy kizarjuk annak a lehetdségét, hogy a AtSPQ taltermeld ndvényekben az
eddig megfigyelt fenotipusos valtozasokért a szomszédos gén csendesitése a felelds, a spql
mutansban, illetve a taltermeld AT1 novényekben teszteltiik az AT3G52110 transzkripcidjat.
Az AT3G52110 transzkript hasonld szinten volt kimutathatdé a mutans és taltermeld
novényekben (29. abra). Az expresszios analizis alapjan valdszinii, hogy az AtSPQ cDNS
konstitutiv mitkddése altal kialakult fenotipus nem RNS-interferencia révén bekdvetkezett

AT3G52110 csendesités eredménye.

66



SALK_014243

X v & X v
o = I'e] [{e]
(9] (o] (o] o
[82] [82] ) (4]
o AT3G52105 @ o o
A = 4 ' :
€
— -~ AT3G52110

Col-0
spqt
AT1

B - AT3G52105

- W W AT3G52110

UBC18

29. dbra: AT3G52105 (AtSPQ) és a szomszédos AT3G52110 gének kozotti feltételezett
interferencia vizsgalata. A) Arabidopsis genomikus régi6 (19323-19326 Kb, 3. kromoszoma)
sematikus térképe. B) AtSPQ és AT3G52110 RT-PCR analizise Col-0, spql és ATI
(35S::AtSPQ) novényekben UBCI18 referencia gén mellett. Egyiranyt nyilak (piros: AtSPQ,
kék: AT3G52110) a gének régiojat jelzik, kétiranyl nyilak az alkalmazott primer parok altal
felszaporitott régiokat.

5.3.5 Az spgl mutans novények jellemzése

Az in vitro illetve iiveghazban nevelt homozigota spgql novények életképesek, fertilisek
voltak, de kisebb morfologiai kiilonbséget mutattak a vad tipust novényekhez képest. A
legszembetindbb valtozas a keskeny, meghosszabbodott levélnyél, amit mind az in vitro mind

az liveghazban nevelt ndvényeken meg lehetett figyelni (30. abra).

30. abra: Uveghazban nevelt 4 hetes vad tipusii és spgl mutins novények rozettajanak
morfologidja.
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Mivel az SPQ cDNS-ek tultermeltetése megnovelte a transzgénikus novények paraquat
rezisztenciajat, ezért megvizsgaltuk a herbicid hatdsat a mutans ndvényeken is. A kisérletben 5
napon keresztiil teszteltiik novekedésiiket, fejlddésiiket. Standard taptalajon (*2MS) az spql
mutans novények rozettajanak mérete (pixel szam) 20%-kal alacsonyabb volt (31. abra, A),
mint a vad tipust ndvényeké, mig a konvex teriiletiik hasonl6 volt. A kiilonbségbdl adodo 20
%-0s konvex % eltérést (konvex teriileten beliil elhelyezkedd rozetta méretének a szazalékos

aranya) a mutans keskenyebb levele és hosszabb levélnyele okozza (31. abra, B).
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31. abra: Az spgl mutans fenotipusinak analizise a PlantSize program segitségével. A) In vitro
novekedésii Col-0 és spql ndvények rozetta mérete B) és konvex %-a. A rozetta mérete a rozetta
teriiletének felel meg, pixelek szama x 1000 -el kalkulalva. Konvex % a konvex teriileten beliil
elhelyezkedd rozetta méretének a szazalékos aranyat jelzi. Sd, * p<0,05, ** p<0,01 (t-proba), n
=48).

A paraquat kezelés hatasara a rozetta novekedésének gatlasa hasonld mértékii volt a
mutansban és a vad tipust ndovényekben. A PlantSize értékek alapjan kapott antocian

akkumulacié ugyanakkor magasabb volt a mutansban, mint a Col-0 vadtipusban, ami az spql

mutans vonal enyhe paraquat érzékenységével magyarazhato (32. abra).
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32. abra: Paraquat Kkezelés hatasa az spql mutansra. 5 napos Col-0 és spgl csiranévényeket
helyeztiink at kiilonboz6 paraquat tartalmu taptalajokra (0; 0,05; 0,1 és 0,3 uM paraquat). A-B)
Novények rozettajanak a mérete és C) antocian tartalma 10 nap kezelés utan. Relativ novekedés
a rozettdk méretét mutatja a kezelési id6szak végén, ahol az 1 érték a 0. napnak felel meg.
Relativ antocian tartalom esetében az 1-es érték a kontroll Petri-csészéken detektalt értékeket
jeloli (sd, * p <0,05, ** p <0,01 (t-préba, n = 30).

5.4 LcSPQ és AtSPQ gének tultermeltetésének dsszehasonlitasa

5.4.1 Paraquat altal okozott oxidativ stressz élettani hatasai

A paraquat a Hill-oxidansok k6zé sorolhatd, mivel specialis akceptor funkcioja révén
megzavarja a fotoszintetikus elektrontranszportot. Az altala okozott toxicitas egyik eredménye
a PSII maximalis fotokémiai kvantumhatékonysaganak (Fv/Fm) drasztikus csokkenése, ami a
PSII herbicid elleni fotoprotekcids folyamatait tiikrozi. A paraquat okozta karosodas mértéke
jol jellemezheté a PSII miikod6 fotokémiai kvantumhatékonysagaval (®PSII) is, melynek
csokkenése a NADPH szint csokkenésébdl is fakadhat. Ezért sszehasonlitottuk a vad tipusu,
a spql mutans, illetve az LcSPQ ¢és AtSPQ cDNS-t tultermeld vonalak PSIlI maximalis és

mitkodo fotokémiai kvantumhatékonysaganak valtozasat a paraquat kezelés soran.
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A kisérletek soran 72 6ran at nyomon kovettiik a ndvények klorofill fluoreszcencia
indukcids paramétereinek a valtozasat 5 pM paraquat kezelést kovetéen. A paraquat kezelés
drasztikusan csokkentette az Fv/Fm illetve ®PSII értékeit a vad tipusu és mutans novényekben,
mig az S14 (35S::LcSPQ) és AT1 (35S:AtSPQ) ndvényekben a csdkkenés minimalis volt (33.

abra).
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33. abra: Paraquat kezelt Col-0, SPQ-tultermelé és spgl mutins vonalak fotoszintetikus
paraméterei. 2 hetes novények klorofill fluoreszcencidjanak mérése kép alapu impulzus-
amplitudé modulacios méréssel (Imaging PAM) cukor-mentes taptalajon, 5 pM paraquat
kezelés utan. A) Fv/Fm: PSII maximalis fotokémiai kvantumhatasfoka, B) ®PSII: PSII mitk6d6
kvantumhatésfoka csokkent a vad és spgl mutdnsban, mig a SPQ-tultermeld ndvényekben nem
mutatott redukciot a vad tipushoz képest (sd, * p <0,05, ** p <0,01 (t-proba), n = 32).

A spgl mutansban ezek a mutaték hasonldak voltak a vad tipustt ndvényekhez és

paraquat kezelésre sem valtoztak 1ényegesen.
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A paraquat kezelés sordn jelentés mennyiségli szabadgyok képzoédik. A felhalmozodod
reaktiv oxigénformak (O, OH", H20,) karosithatjak a fotoszintetikus pigmenteket és a
lipideket is. Az oxidativ karosodas tesztelése érdekében megmértiik a vad tipust és SPQ cDNS-
t tultermeld vonalak malondialdehid (MDA) szintjét, ami a lipid-peroxidacio végterméke és
megbizhatd marker a novényi sejteket ért oxidativ stressz mértékének a meghatarozasara. (34.

abra).
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34. abra: Lipid-peroxidacio vizsgalata. MDA szint valtozasa a vad tipusu (Col-0) és LcSPQ (S14)
valamint AtSPQ (AT1) taltermeld transzgénikus ndvényekben kontroll, illetve 24 és 48 6ran at

tartd paraquat (7uM) kezelést kovetden. A vad tipushoz viszonyitva sd, ** p <0,01 (t-préba), n

=5.

A kontroll koriilmények kozott az Gsszes vonal hasonldo malondialdehid szinttel
rendelkezett. Paraquat kezelés hatasara a Col-0 novényekben 24 6ra utan 30%, 48 6ra utan 80%
-al magasabb MDA koncentraciét mértiink, mig a transzgénikus novényekben a lipid-
peroxidacio nem emelkedett. Ezek az eredmények alatamasztjak, hogy a Lepidium crassifolium
¢s Arabidopsis thaliana SPQ gének megndvekedett expresszioja csokkenti a paraquat okozta

oxidativ karosodast.
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A paraquat ROS-képz6 tulajdonsagat nem csak a kloroplasztiszon, de mitokondriumon
keresztiil is kifejtheti, ezért megvizsgaltuk a szer hatasat nem fotoszintetikus szovetekben
(gyokérben) illetve amikor a fotoszintetikus folyamatok inaktivak (sotétben). ElOszor
Osszehasonlitottuk a vad tipusu névények, az SPQ-tultermeld vonalak (AT1, S14) valamint az
spgl mutans gyokerének novekedését kiilonbdzo paraquat tartalmu taptalajokon. Az AT1 és
S14 transzgénikus vonalak gyokereinek novekedését kevésbé gatolta a paraquat mint a vad

tipusuét, mig a spgql mutans és Col-0 gyokerek hasonlo érzékenységet mutattak (35. abra).
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35. abra: Nem fotoszintetizalo szovetek paraquat érzékenysége. 16 napos vad tipus (Col-0), S14
(35S::LcSPQ), AT1 (35S::AtSPQ) transzgénikus és sSpgl mutans vonalak gyokérnovekedése 9
nap utan. A) 0,05uM és 0,1uM és B) 0,05-0,1-0,2uM paraquat kezelés utan. A vad tipushoz
viszonyitva sd, * p <0,05, ** p <0,01 (t-préba), n = 48.
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Ismert, hogy a paraquat gatolja a hipokotil megnyulast, ami kiilondsen sotétben
csiraztatott etiolalt csirandvényeken szembetiing. Azért, hogy a paraquat rezisztenciat fény
hianyaban is teszteljiik, Osszehasonlitottuk a sotétben csiraztatott vad tipusu, S14, AT1
transzgenikus, valamint spgl mutans névények hipokotil hosszat. A paraquat egyértelmiien
gatolta az etiolalt novények novekedését, ami szignifikansan Kisebb volt az SPQ cDNS-t
tultermeld transzgénikus vonalaknal (S14, AT1), mig a vad tipusu Col-0 és spgl mutans

novények hipokotil hossza hasonld mértékii csokkenést mutatott (36. abra).

°

€

S

2

o

o

=

o

&

o

=

N

o
mCol-0
mS14
mAT1
mspqf

Kontroll 0,05 0.1 0,2
Paraquat (uM)

36. abra: Sotétben csirazo novények paraquat érzékenysége. 6 napos etiolalt csiranovények
hipokotilhossza kontroll és paraquat tartalmu taptalajon. A) 0,1 uM és 0,2 uM B) 0,05-0,1-0,2
uM paraquat tartalmu taptalajon. A vad tipushoz viszonyitva sd, * p <0,05, ** p <0,01 (t-préba),
n =48.

A sotétben torténd hipokotil megnytilas és a gyokérnovekedés kiilonbségei arra utalnak,
hogy a SPQ taltermeléssel jar6 rezisztencia nem kizardlag a fotoszintetikus

elektrontranszporthoz kapcsolddik, abban szerepet jatszhat a mitokondridlis elektrontranszport

is, vagy egy eddig ismeretlen mechanizmus, ami csokkenti a paraquat toxikus hatasat.
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5.4.2 SPQ fehérjék lokalizacioja
5.4.2.1 Fuzionalt génkonstrukciok eléallitasa

Az Arabidopsis és Lepidium SPQ fehérjék funkcionalis jellemzéséhez fontos azok
sejten beliili lokalizacidjanak ismerete. Az LcSPQ és AtSPQ fehérjék sejten beliili
lokalizaciojanak a vizsgalatara olyan génkonstrukcidkat allitottunk eld, melyeknél a gének
TAA stop kodonjait a szerint kodold6 TCA kodonra cseréltiik, majd a 210 bp (Lc) és 213 bp (At)
hosszusagu intronmentes SPQ kodold régidkat olyan expresszids vektorba épitettiik, amelyben
a fuzionalt SPQ és a zold fluoreszcens fehérjét kodoldo DNS szekvenciak (GFP) transzkripciojat
a pCaMV 35S promoter szabalyozza. A létrehozott fuzios szakasz pontossagat szekvenalassal
ellendriztiilk, majd a hibatlan konstrukciokat Agrobacterium-kozvetitett transzformacio
segitségével vad tipust (Col-0) novényekbe transzformaltuk és tobb, fliggetlen transzgenikus
vonalat allitottunk eld. Egy parhuzamos kisérletben a génkonstrukciokat sejtszuszpenzidkba

transzformaltuk.

5.4.2.2 Az SPQ-GFP lokalizacidéjanak vizsgalata novényi sejtszuszpenziéban

A SPQ fehérjék lokalizacidjat eloszor a par hét alatt eldallitott transzformalt
sejtszuszpenzidokon vizsgaltuk. A LcSPQ-GFP ¢és AtSPQ-GFP fuzidkat expresszalod
sejtszuszpenziokbol  szdrmazod fehérje extraktumokat differencialis centrifugéléssal
frakcionaltuk, amivel a kiilonboz0 sejt alkotorészeket, organellumokat el tudtuk kiiloniteni. Ezt
kovetd anti-GFP ellenanyagot alkalmazva Western blot analizissel vizsgaltuk a Lepidium és
Arabidopsis SPQ-GFP fehérjék (37 kDa) mennyiségét az elvalasztott sejtfrakciokban. Mindkét

SPQ fehérje els6sorban a citoszolban volt kimutathat6 (37. abra).

Telies sejtkivonat
Sejtmag,
Kloroplasztisz
Mitokondrium,
Endomembran
Citoszol
Mikroszéma

Anti-GFP d

Ponceau S

At Lc :Af Lc At Lc :Af Lc At Le

37. abra: Sejtszuszpenzioban termelt SPQ-GFP fuzios fehérjék Western blot analizise. A
fehérjék mennyiségének detektaldsa teljes sejtkivonatban és a differencial centrifugalassal
elvalasztott sejtfrakciokban: sejtmag ¢és kloroplasztisz, mitokondrium ¢és endomembran,
citoszol, mikroszéma. Anti-GFP ellenanyag segitségével kimutatva, a fehérje transzfer
sikerességét a membran Ponceau S (Sigma) festésével ellenoriztiik.
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Az Arabidopsis transzgénikus sejtszuszpenziok vizsgalataval parhuzamosan a LcSPQ-
GFP ¢és AtSPQ-GFP fehérjék sejten beliili lokalizacigjat transzgénikus Arabidopsis
novényekben is vizsgaltuk. Spinning disk konfokalis mikroszkdppal végzett vizsgalatok soran
az LcSPQ-GFP, illetve az AtSPQ-GFP csiranévények leveleiben a vad tipusa (Col-0)
novényekhez hasonlo gyenge autofloureszcencia volt csak megfigyelhetd, ezért a lokalizacios
vizsgalatokat els6sorban gyokereken végeztiik.

Az SPQ-GFP-t expresszalo vonalak gyokerének osztodd merisztematikus sejtjeiben az
SPQ-GFP altal kibocsajtott erds floureszcens jel elsdsorban a citoplazmaban volt
megfigyelhetd, ami néha szemcsés mintdzatot mutatott. A megnyualasi zona vakuolizalt
sejtjeiben tonoplaszt lokalizaciora utald GFP jel is detektalhaté volt. Az elongacids zonan beliil
pedig a fehérjék szemcsés és hartyaszerii vezikularis mintazata a sejtmag kivételével mindenhol

¢észlelhet6 volt (38. abra).

LcSPQ-GFP AtSPQ-GFP

Elongacios zéna

Gyokércsucs

38. abra: SPQ-GFP fehérjék sejten beliili lokalizaciéja a gyokér epidermisz sejtjeiben. A)
LcSPQ-GFP és B) AtSPQ-GFP citoplazmatikus lokalizacidja az elongacios zonaban. C)
LcSPQ-GFP és D) AtSPQ-GFP citoplazmatikus lokalizacidja a gyokércsticsban. Jel6lések: S:
sejtmag, C: citoplazma, V: vakudlum. Méretskala A-D: 25um.

Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy mind a Lepidiumbol és mind az

Arabidopsisbol szarmazo SPQ fehérje a citoplazmaban, valdsziniileg valamilyen vezikuldkhoz

kapcsolddva helyezkedik el.
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5.5 A SPQ fehérjék és a poliaminok metabolizmusa

A paraquat felvétele a novényi sejtekbe részben a vele analég poliaminok
transzportitvonalan keresztiil torténik. A paraquat rezisztenciat tobb esetben poliamin
transzportot karositdo mutaciok okoztak, amik megakadalyoztak a paraquat felvételét is (Kurepa
¢és mtsai., 1998; Fujita és mtsai., 2012). Ezért kivancsiak voltunk, hogy a paraquat rezisztenciat
okozo SPQ fehérjék taltermelése befolyasolja-e a poliamin metabolizmust. Ezért
Osszehasonlitottuk a paraquat, valamint abszcizinsav kezelésnek kitett vad tipust (Col-0),
LcSPQ (S14) és AtSPQ (AT1) taltermeld, és a spql mutans poliamin tartalmat (a méréseket
Ruben Alcazar, Universidad de Barcelona, végezte). A putreszcin, spermin és spermidin
koncentraciokat 24 és 72 oras paraquat (7 uM) illetve ABS (50 uM) kezeléseket kovetden
mértilk. Az ABS kezelés megemelkedett putreszcin tartalommal jart, de a tesztelt vonalak

poliamin tartalmaban nem talaltunk szignifikans eltérést (39. abra).

80

Putreszcin

60
mCol-0
ms14
mAT1
Hspgl

40

20

0

24 iz 24 T2 24 72 dra
Kontroll Paraquat ABS
30 - Spermidin

60
mCol-0
mS14
BAT1
mspql

40 4

20

24 iz 24 T2 24 72 dra
Kontroll Paraquat ABS
20 - Spermin

mCol-0
ms14
mATH
®spgl

24 72 24 T2 24 72 dra

Kontroll Paraquat ABS

39. abra: Az SPQ-tiltermelé és mutans vonalak poliamin tartalma. A putreszcin, spermid és
spermin szintjét két hetes S14 (35S::LcSPQ), ATI1 (35S::AtSPQ), spgl mutans és Col-0 (vad
tipus) novényekben mértiik meg 24 ¢s 48 oras 7 uM paraquat és 50 pM ABS kezeléseket
kovetden. Az adatok harom bioldgiai ismétlés atlagat mutatjak.

Eredményeink arra utalnak, hogy a SPQ fehérje &ltal meghatarozott paraquat
rezisztencia nem kapcsolodik a poliamin metabolizmushoz, illetve transzporthoz. A szerek

gatl6 hatdsa minden esetben megmutatkozott, de a genotipusok kozotti hatasaikban ezttal sem

észleltlink kiilonbségeket.
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5.6 Az SPQ és az ABS érzékenység

5.6.1 A SPQ befolyasolja az ABS érzékenységet

Irodalmi adatok arra utalnak, hogy kapcsolat lehet a paraquat hatasa altal befolyasolt
ROS jelatviteli utak és a hormonalis szabalyozas, példaul az ABS jelatvitel kozott (Dong és
mtsai., 2016; Cui és mtsai.,, 2019). A ROS és ABS jelrendszer kapcsolatanak vizsgalata
érdekében teszteltiik a SPQ-tultermelé vonalak és a spql mutans ABS érzékenységét. Az in
vitro novekedési tesztben a kontroll taptalajokon (¥2MS) az Gsszes novény hasonld novekedést
mutatott, az ABS koncentracio fliggd mértékben gatolta a rozetta novekedést. A taltermelé SPQ
vonalak rozetta mérete 1 uM és 2,5 uM ABS hatasara kisebb volt, mint a vad tipusu (Col-0)
novényeké, mig az Spgql mutdnsoké minden ABS koncentracio esetében nagyobb volt (40. abra,
A-B). Az LcSPQ és AtSPQ tultermeld vonalak magasabb ABS jelenlétében kisargultak, ami
nagyobb mértékii klorofill vesztést jelzett, mig a Spql mutans z6ld maradt (40. abra, A, C). A
PlantSize programmal végrehajtott kvantitativ elemzés megerdsitette ezeket a megfigyeléseket:

az SPQ-taltermel6 vonalak ABS hiperszenzitivek, mig a spgl mutans tolerans volt ezekben a

tesztekben.
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40. abra: Az SPQ-tultermelo és spgql mutans novények novekedése ABS befolyasa alatt. 7 napos
kontroll taptalajon (/2MS) névekedett novényeket helyeztiink at tobbféle ABS koncentracidju
taptalajra (0-20 puM) és teszteltiik novekedésiiket. A) Kontroll koriilmények kozott és 10 nap
kezelés utan a ndvények B) rozetta mérete és C) klorofill tartalma a vad tipushoz viszonyitva.
A rozettdk méretét és klorofill tartalmat a PlantSize képelemz6 program segitségével kaptuk
meg. Col-0: vad tipus, S14: 35S::LcSPQ, AT1: 35S::AtSPQ, spgl: knock-out mutans. sd, * p

<0,05, ** p <0,01 (t-proba), n = 24.
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5.6.2 Csirazasi képesség vizsgalata

Az ABS egyik legfontosabb funkcidja a csirdzas gatlasa, és az ABS érzékenységbeli
kiilonbségeket sokszor csirazasi tesztekben mutatjak ki. Az ABS hatasat az SPQ-taltermeld és
mutans vonalakon csirazasi tesztekkel is tanulmanyoztuk. Tobbféle koncentraciot (0-3 uM)
alkalmazva megallapitottuk, hogy az LcSPQ és AtSPQ taltermelé magok csirazasi titeme
minden ABS koncentracion hasonlo volt a vad tipushoz, mig az spgl mutans magok ABS
hataséara korabban csirdztak (41. abra). A csirazasi kisérletek megerdsitették a spgql mutans ABS
toleranciajat, mig a SPQ taltermelés nem, vagy csak kismértékben befolyasolta a csirazaskori

ABS érzékenységet.
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41. abra: Az ABS érzékenység vizsgalata. Az ABS hatisa az S14 (35S::LcSPQ), ATI
(35S::AtSPQ), spgl mutans és vad tipust (Col-0) magok csirazasara 0-0,3-1-3 uM ABS
tartalmu taptalajon.
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5.6.3 A SPQ befolyasolja a sztoma nyitottsagot

Vizmegvonds alatt a sztdbmamozgds szabalyozasa az egyik legjelentésebb novényi
valaszreakcio, zarodasukkal megakadalyozhat6 a tovabbi vizvesztés. E folyamat szabalyozasa
az abszcizinsav legjelentésebb fiziologiai funkcioi k6zé sorolhatd, mivel szarazsag hatasara az
ABS altal kivaltott turgor valtozas miatt a zarosejteket csukott allapotba keriilnek (Mustilli és
mtsai., 2002; Finkelstein, 2013). Mivel a SPQ-tultermelés és -hiany befolyasolta az ABS
érzékenységet ezért kivancsiak voltunk, hogy az SPQ-tultermeld, illetve Spgl muténs vonalban
az ABS milyen mértékben indukélja a sztomaik zarodasat. Ezért a levelekbdl készitett
sztomak nyitottsaganak valtozasat (szélesség/atmérd). A kezeletlen vad tipus (Col-0), SPQ-
taltermeld (S14, AT1) és spgql mutans vonalak pdrusai hasonloak voltak. A névekvé ABS
koncentraciok (1 uM, 10 uM és 50 pM) a tultermeld vonalak sztoémdinak gyorsabb zar6dasadhoz
vezettek, mig a spgl mutans sztomai kevésbé reagaltak a hormon altal kivaltott

sztomazarodasra (42. abra).
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42. abra: Az SPQ-tiltermeldé és mutins vonalak sztémamozgasa. Az epidermisz nyuzatokat a
mikroszkopos képek készitése el6tt 0-1-10-50 pM ABS tartalmil pufferben 3 6rat inkubaltuk.
A) Col-0, S14, AT1 ¢és spgl ndvények tipikus gazcserenyilasai a kezeléseket kovetden.
Meéretskala: 20 um B) A sztomak nyitottsaganak mértéke, a nyilas atmérdjének és hosszédnak az
aranyat alapul véve. A vad tipushoz viszonyitva sd, * p <0,05, ** p <0,01 (t-préba), n = 50.
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A kisérlet alapjan elmondhatjuk, hogy a Lepidium és Arabidopsis fehérjék megnovelik a
sztomazarosejtek érzékenységét a hormonnal szemben, és ezaltal eldsegitik azok gyorsabb

utemben tOrténo zarddasat.

5.7 Az SPQ fehérjék tultermeltetése és a szarazsagtolerancia

Szamos kozlemény leirja, hogy az abszcizinsav érzékenységet meghatarozoé jelatvitel az
egyik legfontosabb szabdlyozd mechanizmus, ami vizhiany esetén csokkenti a ndvények
vizvesztését és javitja a szarazsaggal szembeni toleranciat. Mivel t6bb in vitro tesztben a SPQ-
taltermeld vonalak magasabb ABS érzékenységet mutattak, kivancsiak voltunk, hogy a SPQ
taltermelés miképp befolyasolja a transzgenikus ndvények szarazsagtiirését. A szarazsagtiirés
meghatarozasa céljabol iiveghdzban és ndvényneveld kamraban nevelt 4 hetes vad tipusq,
LcSPQ és AtSPQ tultermeld novények ontdzését kiilonbozo ideig sziineteltettiik, majd a
novények Gjra locsolasaval teszteltiik az Gijraéledésiik képességét. A szaritdsok soran a cserepek
tomegének ¢€s a levelek relativ viztartalmanak (RWC) a meghatarozasaval kovettiik nyomon a
talaj, illetve a novények viztartalmaban bekovetkezd valtozast. Amikor a cserepek relativ
tomege 25%-ra és a vad tipusu novények (Col-0) relativ viztartalma 20%-ra csokkent, Gjra
locsoltuk a novényeket, hogy a tulélést teszteljiik. A kiszaritds soran mértiik a ndvényekben a
szdrazsag hatasara bekovetkezd élettani valtozdsokat: relativ viztartalom (RWC), lipid-
peroxidacio mértéke (MDA), PSII-n keresztiili linearis elektrontranszport sebessége (ETR).

A novények vizhidnyos allapotanak a mérésére hasznalt egyik legjelentdsebb paraméter
azok relativ viztartalma (RWC). Egy egészséges novény RWC értéke 85%-95% kozé tehetd.
Ennek a kritikus érték ald vald esése a szovetek pusztuldsat tiikrozi, mely fajonként és
szovettipusonként mas (Barr, 1962). A RWC valtozas alapjan a SPQ-tultermelé ndvények
vizvesztése kisebb mértékli volt, mint a vad tipusi névényeké, bar az egyes vonalak kozott

szamottevd killonbségeket talaltunk (43. Abra).
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43. abra: Vad tipusu és SPQ-tultermelé Arabidopsis névények vizvesztése szaritas kozben. A)
Cserepek relativ tomegének és B) a novények relativ viztartalmanak a valtozasa a szaritas soran.
A relativ tomeg méréséhez 171 cserép tomegét vettikk figyelembe. A relativ viztartalom

méréséhez vonalanként 5 mintat és mintanként 3 levelet gytjtottink. sd, * p <0,05, ** p <0,01
(t-proba), a vad tipushoz viszonyitva.

A természetben a szdrazsagtiirés egyik legfontosabb ismérve a vizvesztésnek kitett
novényeknek stresszhatdst taléld képessége. A tolerancia teszteléséhez a kiilonb6zd idejii
vizmegvonast kovetd ujra locsolas utdn 5-7 nappal vizsgaltuk a turgort visszanyerd, zold taléld

¢s a hervadt, sarga, kiszaradt novények aranyat (44. abra).

Szaritott Tualélt

Col-0 S14 AT1 Col-0 S14 AT1

44, abra: Az SPQ-tiltermel6 vonalak szarazsagtoleranciaja. A vad tipusu Col-0 és 35S::LcSPQ
(S14) és a 35S::AtSPQ (AT1) névények 16 nap vizmegvonast kovetden. A fotot 4 nappal a
visszalocsolas utan készitettiik. Méretskala 1 cm.
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A taléld és kiszaradt novények szamdanak meghatirozdsaval szdmszerUsitettiik a
tolerancia mértékét. Az liveghazban tesztelt vonalak esetében a mérsékelt szarazsagstressz utan
a vad tipust Col-0 ndvények 50 %-a €It til, mig erds stressz kovetden csak 10 %-uk volt képes
regeneralodni. Egy tipikus kisérletben a vad tipusu ndvények 50 %-os aranyahoz képest az SPQ
tultermeld (S10, S14, AT1, AT3) novények talélési képessége 80 — 95 % kozott volt. Erdsebb
stressz kovetkeztében a Col-0 (vad tipust) novények regeneracios képessége 10 %-re esett
vissza, az LcSPQ tultermeld (S10, S14) novények tulélése 80 — 90 %-os volt mig az AtSPQ
transzgénikus (AT1, AT3) novények 20 — 50% kozott €lték til a szaritast (45. abra) volt.
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45, abra: Az SPQ-tultermelé vonalak szarazsagtoleranciaja. A vad tipusa Col-0, LcSPQ (S10,
S14) és AtSPQ (ATI1, AT3) tultermel6 névények tulélési ardnya 15 (mérsékelt stressz) és 16

(erds stressz) nap vizmegvonast kovetden, 4 nappal a visszalocsolas utan. sd, * p <0,05, ** p
<0,01 (t-préba), n =96 - 120.

Tulélés (%)

Névenyek

A transzgénikus vonalak szarazsagtolerancigjat tobb alkalommal és kiilonbozo
koriilmények kozott (ndvényneveld kamra, iiveghdz) is megvizsgéltuk. Annak ellenére, hogy a
tesztelt genotipusok szdmszer(l talélési képessége kisérletenként valtozott, a SPQ taltermeld
vonalak minden esetben jobban regeneralodtak, mint a vad tipusi novények. A LcSPQ
tultermeld vonalak valamivel jobb toleranciat mutattak, mint az AtSPQ transzgénikus névények

(46. abra).
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46. abra: Az SPQ-tiltermelé vonalak szarazsagtoleranciaja. A) A vad tipusu (Col-0) és LcSPQ
(S10, S14), AtSPQ (AT1) taltermeld ndvények talélési aranya 5 fiiggetlen kisérlet alatt. 1-3
kisérlet: a novényeket kontrollalt koriilmények kozott neveltiik, majd 4 hetes korukban 12
napig, 4 — 5 kisérlet: iveghazban 14 — 16 napig felfiggesztettiik a locsolasukat. A regeneracios
képességiiket 7 nappal a visszalocsolast kdvetden allapitottuk meg a tulélt novények szazalékos
aranyanak a figyelembevételével. B) Szaritast talélt novények fotdja a 4. kisérletbél. Sd, *
p<0,05, ** p<0,01 (t-proba).

A szaritdsok soran a genotipusok tolerancidjat lipid-peroxidacidjuk mértékének a
meghatarozasaval is ellendriztiik. A MDA tartalom 10 nap dehidracié utdn megemelkedett
mind a vad tipust (Col-0) mind a transzgénikus vonalakban (S14, AT1) de a SPQ taltermeld
vonalak esetében a lipid-peroxidacié emelkedése alacsonyabb volt, vagyis ezekben a

novényekben a szarazsagstressz kisebb oxidativ karosodast okozott (47. abra).
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47. abra: A lipid-peroxidacio valtozasa szarazsagstressznek kitett novényekben. Kontroll és 10
napig szaritott Col-0 (vad tipust), S14 (35S::LcSPQ) és AT1 (35S::AtSPQ) ndvények lipid-
peroxidacidjanak mértéke. Sd, ** p<0,01 (t-préba).
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Széarazsagstressz a novényekben szdmos fizioldgiai valtozast okoz, melyek koziil az
egyik legjelentésebb a fotoszintetikus apparatus karosodasa. A ndvények fotoszintetikus
tulajdonsagainak jellemzése érdekében Osszehasonlitottuk a szaritdsnak kitett vad tipusu és
SPQ taltermel6 novények ETR értékeit. A kisérletek soran az 6ntozott novények ETR értékei
hasonloak voltak a vad tipust (Col-0), LcSPQ (S10, S14) és AtSPQ (ATI1) tultermeld
transzgénikus novényekben. 10 nap dehidraciot kovetden jelentdés csokkenés volt
megfigyelhetd az Gsszes vonal esetében, azonban az S10, S14 ¢és ATI1 vonalakndl ez a
csokkenés nem volt olyan drasztikus, mint a Col-0 novényeknél (48. dbra). Mindebbdl arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy a Lepidium és Arabidopsis SPQ taltermeltetése stabilizéalja a

szaritasnak kitett ndvények fotoszintetikus aktivitasat.
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48. abra: A szaritott és jol ontozott novények ETR értékei. A vad tipust (Col-0) és SPQ
taltermelé novények (S10, S14, AT1) elektrontranszport ratajaban bekovetkezo valtozasok
kontroll koriilmények kozott €s 10 nap vizmegvonast kovetden. Vonalanként 40 mérési pont
alapjan, n = 20.
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6. EREDMENYEK MEGVITATASA

6.1 Kis paraquat rezisztens (SPQ) fehérje azonositasa

Az Arabidopsis thaliana genomjaban (120 Mbp) 3241 a kis peptideket (SP, < 100
aminosav) kodolo atirt szakaszok szama (Open Reading Frames, ORFs), amelyek az 6sszes gén
11%-at teszik ki (Su és mtsai., 2013). Az eddig leirt kis fehérjéknek szerepiik van a névény
védelmével kapcsolatos kommunikécioban és jelatviteli utak szabalyozasaban (Su és mitsai.,
2013, Fiume ¢s mtsai., 2016). A halofita Lepidium crassifoliumban azonositottunk egy kis
fehérjét, melynek a taltermeltetése paraquat rezisztenciat eredményezett (SPQ) a transzgénikus
Arabidopsis thaliana névényekben (Rigo6 és mtsai., 2016). In silico elemzések soran gy tiinik,
hogy az SPQ szerii fehérjék megtalalhatok minden magasabb rendii névényben. A Lepidiumban
azonositott SPQ Arabidopsis homoldgja 70 aminosav hosszsagi és 8 kDa tomegi kis fehérje,
ami 95 %-os szekvencia hasonlosagot mutat a sziki zsazsaban beazonositott fehérjével. Az
elemzés szerint a SPQ fehérje szekvencidk egyetlen egy konzervalt doménnel, egy N-terminalis
szignal szekvenciaval rendelkeznek. A vad tipusu Lepidium és Arabidopsis novényekben az
SPQ gének expresszidjat s6, ozmotikus és oxidativ stresszkezelések nem befolyasoltak
szamottevOen. Az interneten hozzaférheté Arabidopsis expresszids adatbazisok szerint az
AtSPQ gén transzkripcidjat nem, vagy csak kismértékben befolydsoljak a kornyezeti hatasok,
vagyis az expresszioés adatok nem utalnak arra, hogy a két novényfajban talalhatdé SPQ
géneknek szereplik lehet az abiotikus stresszhatisok szabdlyozasaban. Ennek ellenére az
LcSPQ ¢és AtSPQ cDNS-ek tultermeltetése figyelemreméltd paraquat rezisztencia
kialakulasahoz vezetett a transzgénikus Arabidopsis novényekben (Rigd és mtsai., 2016), ami
arra enged kovetkeztetni, hogy a rezisztencia nem a Lepidium SPQ sajatossaga, hanem az SPQ-
k megemelkedett expressziojanak a kovetkezménye. Tovabbi szekvencia analizisek nem
mutattak hasonldsagot mas paraquat rezisztenciaért felelos génekkel, tehat az SPQ fehérjének

egyediilallo szerepe van a herbicid rezisztencia kialakul4dsaban.
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6.2 Az SPQ fehérjék szerepe a hormon és oxidativ stresszvalasz
szabalyozasaban

A paraquat, mas néven metil-viologén, a PSI herbicidjei koz¢ tartozik, mivel az I-es
fotokémiai rendszer redukald oldalan, mint akceptor molekula megzavarja a fotoszintetikus
elektrontranszportot, ezaltal meggatolja a ferredoxin és NADP™ redukcios folyamatait. A
paraquat az elektronokat felvéve kétvegyértékii kation (PQ?*) formabol egyvegyértékii kation
gyOkké alakul (PQ™), ami utan képes ismét oxidalt allapotba keriilni, igy a szuperoxid gydk
képzddés katalizatoranak szamit (Hawkes, 2014; Lascano R., 2012; Tiwari és mtsai., 2019). Az
SPQ tultermeltetése csokkentette a paraquat altal kivaltott karosodas mértékét a fotoszintézis
soran, ¢és elharitotta a PSII mitkddésének a hanyatlasat, mivel a herbicid hatdséara jelentkez6
PSII maximalis és miikodo fotokémiai kvantumhatasfokanak a csokkenése csak a vad tipusu
novényekben volt megfigyelhetd, mig a transzgénikus novényekben nem. Az SPQ fehérjék
védo funkciodja valosziniileg nem korlatozodik csak a fotoszintézis soran lezajlé folyamatokra,
mivel a megndvekedett expresszidjuk kovetkeztében fellépd paraquat rezisztencia
megfigyelheté volt a sotétben csirdztatott etioldlt ndovényeken és a nem fotoszintetizalo
gyokereken is. Ezt a feltételezést tamasztja ala a GFP-fuzionalt SPQ fehérjék vizsgalata
Arabidopsis sejtekben, ami citoplazmatikus lokalizaciora utal. A nem fotoszintetizald
szovetekben, illetve allati szervezetekben a paraquat a toxicitasat az I, III és IV-es
mitokondrialis 1égzési komplexek elektrontranszportjanak gatlasan keresztiil fejti ki, ami ROS
képzddéshez, megemelkedett lipid-peroxidacidhoz €s a sejthalalhoz vezethet (Krall és mtsai.,
1988; Cochemé és Murphy 2008; Blanco-Ayala és mtsai., 2014). Novényekben a paraquat ROS
generalo képessége fény hidnyaban szintén a mitokondriumban jelentkezhet (Bowler és mtsai.,
1991, Cui és mtsai., 2019).

A herbicid rezisztencia mechanizmusanak a feltarasa soran szamos hipotézis sziiletett,
melyek kozott szerepel a xenobiotikum megvaltozott felvétele, szekvesztrildsa a
vakudlumokba, vagy az megemelkedett ROS detoxifikdcido révén az oxidativ kdrosodas
csokkentése (Hawkes, 2014). Mivel a SPQ-GFP fehérjék nem mutattak plazmamembranhoz
kotott lokalizaciot, igy valoszintisithetd, hogy azok direkt modon nem a paraquat felvételének

mechanizmusat szabalyozzak.
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A paraquat és a hozza strukturdlisan hasonl6 poliaminok kompetitiv médon gatoljak
egymads felvételét a kukorica gyokérsejtekbe (Hart és mtsai., 1992). A herbicid felvétele a
novényi sejtekbe részben a poliaminok felvételével megegyezd utvonalon torténik, ezaltal a
poliamin transzporterek fontos szerepet jatszanak a herbicid transzportjaban (Fujita és mtsai.,
2012). Tobb poliamin transzportfolyamatokban karosodott mutdnsban csokkent a paraquat
felvétel mértéke, ami bizonyos foku rezisztencidhoz vezetett (Fijuta és Shinozaki, 2014). A
paraquat rezisztens parl mutansban a Golgi lokalizalt LAT csaladba tartozé fehérje funkcioja
sérilt, ami gatolta a paraquat bejutasat a kloroplasztiszba (Li és mtsai., 2013). A knock-out
prd11 mutansban egy ABC transzporter gén hianya vezetett a rezisztencia kialakulasahoz, ami
megakadalyozta a paraquat felvételét (Xi és mtsai., 2012). Hasonloan paraquat rezisztens a
rmvl mutans is, amiben az RMV1 gén természetes varidnsa egy inaktiv L-tipusii aminosav
permedzt (LAT) kodol (Fujita és mtsai., 2012). Eredményeink szerint a tultermeld
transzgénikus Arabidopsis novények hasonlo poliamin tartalommal rendelkeznek, mint a vad
tipusu Columbia, illetve putreszcin, spermin és spermidin hasonlé mdodon gatolta a vad tipust
¢és a SPQ-ttltermeld novények gyokérnovekedését. Habar az SPQ fehérjék szerepét a transzport
folyamatokban nem zarhatjuk ki, nem valdszinli, hogy SPQ tultermelés kovetkeztében
kialakul6 rezisztencia a poliamin metabolizmussal vagy felvétellel all kapcsolatban.

A SPQ-tultermeld novények fokozott érzékenységet mutattak az ABS-el szemben, mig
a funkcidvesztéses spgl mutans tolerans volt a hormonra az alkalmazott csirazas, névekedés és
a sztdbmazarodasi tesztekben. A ROS, kiilondsen a hidrogén-peroxid a sejten beliili jelatvitelben
is fontos szerepet jatszik. A hidrogén-peroxid annak ellenére, hogy karos ROS-nak szamit, a
biotikus és abiotikus stressz soran a jeltovabbitasban is fontos szerepet tolt be (Goldack és
mtsai., 2012). A peroxid szignal és az ABS jelatvitelek kozotti 6sszefiiggést mar tobb ndvényfaj
esetében leirtak. Az ABS aktivalni tudja az antioxidans enzimek miikodését, amiben a H202 a
jeltovabbitas fontos eleme (Jiang és mtsai., 2002). Az ABS és a paraquat egyiittesen indukalja
¢s iranyitja az olyan antioxidans enzimek miitkodését, mint a SOD, APX és glutation-reduktaz,
melyek az glutation-aszkorbat ciklus esszencialis antioxidans enzimjei (Hu és mtsai., 2005). Az
ABS hatassal van az antioxidans enzimek aktivitasara az ozmotikus stressz alatt, ami a

kialakul6 oxidativ kdrosodas mértékét is enyhiti (Ozfidan és mtsai., 2012).
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Az rcdl mutans fényben €s sotétben is paraquat rezisztenciat mutatott, ami hasonlé az
SPQ tultermeld transzgénikus novények rezisztenciajahoz (Ahlfors és mtsai., 2004; Fujibe és
mtsai., 2004; Cui és mtsai., 2019). Egy 0j tanulmany szerint a paraquat kezelt Arabidopsis
novények fotoszintetikus hatékonysaganak fenntartasaban az abszcizinsavnak is meghatarozo
szerepe lehet (Cui és mtsai., 2019). A SPQ fehérjék megemelkedett aktivitasa kovetkeztében
kialakul6 paraquat rezisztencia és ABS hiperszenzitivitas kozotti kapcsolat valdsziniileg a

ROS-hoz kapcsolodo jelatviteli utak modositasaval, befolyasolasaval magyarazhato.

6.3 Az SPQ fehérjét tultermeld transzgénikus novények
szarazsagtoleranciaja

Az SPQ-taltermeld novények megemelkedett szarazsagtoleranciaja az ABS
hiperszenzitivitassal jar6 gyorsabb sztomazarédas kovetkezménye is lehet. A hormon
Ca?* csatornak aktivaciojan keresztiil kivaltja a sztomazarodast (Foyer és Harbinson, 1994). Az
abiotikus stressz soran a PSII redukalt miikodése a zardsejtek kloroplasztiszaiban szuperoxid
¢és hidrogén-peroxid termelddéséhez vezet, melyek hirvivé molekulaként funkcionalhatnak és
segithetik az ABS altal kivaltott sztomazarodast (Pfannschmidt, 2003, Wang és Song, 2008).
Mindemellett az SPQ-taltermeld vonalak sztomazarddasa kozrejatszhat a szarazsagstressz alatt
az oxidativ karosodas csokkenésében is, ami pozitiv hatassal lehet a fotoszintézisre is. Az SPQ
novények hosszantartdé dehidracié utan a vad tipusnal jobban meg0rizték az €letképességiiket
és egyuttal PSlI-n keresztiili linearis elektrontranszport sebessége (ETR) is kevésbé csokkent.
Mig a zarosejtek ABS érzékenysége csokkentette a levelek gazcseréjét, a csokkent oxidativ
karosodas megkonnyitette a fotoszintetikus reakciok fenntarthatosagat. A kiszaradastiird
novényfajok tolerancidjadhoz és a novények tuléléséhez a szarazsag alatt elengedhetetlen a
fotoszintetikus rendszerek védelme és a megfeleld antioxidans rendszer jelenléte (Giarola és
mtsai., 2017). Habar az SPQ fehérjék pontos funkcidjanak megértése tovabbi kisérleteket
igényel, eddigi eredményeink alapjan kijelenthetjiik, hogy a SPQ fehérjék fontos dsszekotd
pontként szolgalhatnak az ABS és H20» szabalyozasi rendszerben, ami a paraquat rezisztencia
kialakulasaért is felelés lehet. Az SPQ gének megnovekedett aktivitdsa altal biztositott

szarazsagtolerancia ¢és herbicid rezisztencia agrobiotechnologiai szempontbol is érdekes lehet.
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6.4 PlantSize képelemzo program fejlesztése

A nem destruktiv fenomikai modszerek alkalmazasa lehetdvé teszi tobb mérés egyideji

elvégzését, illetve az egyedi ndovények paramétereinek idébeni kdvetését, ezaltal a novények

fenotipusanak és fizioldgiai plaszticitisanak a hatékony jellemzését (Grosskinsky és mtsai.,

2015; Vanhaeren és mtsai., 2015; Awlia és mtsai., 2016). A kereskedelmi cégek (pl. a

LemnaTech vagy PSI) altal forgalmazott nagy ateresztéképességii fenotipizald rendszerek

hatékonyan és tobbféle képalkotod eljarassal tudjak elvégezni a novények felvételezését,

valamint a digitalis adatok kiértékelését. Az ilyen rendszerek ugyanakkor igen dragak és a

legtobb laboratorium szdmara nem elérhetdek. Az utobbi években tobbféle szamitdogépes

modszer és alkalmazas valt elérhetdveé, amik alkalmasak a ndvények bizonyos tulajdonsagainak

analizisére, de ezek az eljarasok tobbnyire egyféle analizisre specializaltak (2. tablazat).

és

2. tablazat. A PlantSize program Osszehasonlitisa mas szamitogépes modszerekkel
alkalmazasokkal.
Program Detektalas Nevelési Méret | Alak | Szin Program Kimeneti Referencia
/Modszer koriilmény nyelv/Szoftver | formatum

LAMINA Egyéni Uveghazi lgen lgen  Nem JAVA Axt Bylesjo és mtsai., 2008

Hue Egyéni Uveghazi Nem Nem Igen  Matlab Xls Majer és mtsai., 2010

ImageJ Egyéni In vitro/ lgen lgen  Nem Java, R txt Schindelin és mtsai.,2015

Uveghazi

RosetteR Tobbféle In vitro lgen lgen Nem R R fajl Tome és mtsai., 2017

ColorChaker Tobbfele In vitro Nem Nem Igen  ImageJ, .Csv Liang és mtsai., 2017
Photoshop,
Matlab

Phenotiki Tébbféle Uveghazi Igen lgen  lgen  Matlab, .CsV Minervini és mtsai., 2017
CyVerse Cloud

Phenophyle Tobbféle Uveghazi Igen lgen  Nem  Web alapu, C .Csv Green és mtsai., 2012

Rosette Tobbféle Uveghazi lgen lgen Nem  JAVA, Image]J  .txt, .csv, De Vylder és mtsai.,

Tracker Xls 2012

PlantScreen Tobbféle Uveghazi lgen lgen  Nem Awlia és mtsai., 2016

Analyzer

PlantSize Tobbféle In vitro lgen lgen  lgen  Matlab Xls Jelen munka
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A régebbi programok esetében, mint a LAMINA vagy Imagel a képelemzés altalaban
egyféle paraméterre korlatozodik és manualisan, egyesével torténik (Bylesjo és mtsai., 2008,
Schindelin és mtsai., 2015). Ezek a programok altalaban makrok irasaval tehet6ek
hatékonyabba, ami programozoi hatteret kivan (Schindelin és mtsai.,, 2015). Az ujabb
alkalmazasokkal egyszerre tobb ndvény szimultan jellemzése is megoldhatd, ami fontos
szempont a nagy ateresztoképességli elemzésekhez (De Vylder és mtsi., 2012, Green és mtsai.,
2012; Minervini és mtsai., 2017; Tome és mtsai., 2017).

Annak érdekében, hogy a Lepidium crassifolium géneket expresszald transzgénikus
Arabidopsis thaliana vonalak stressztiirését hatékonyan jellemezhessiik, egy képelemzo
programot fejlesztettiink, ¢és kidolgoztunk egy kép analizdlason alapuld fenotipizalési
protokollt. A digitalis fotokat feldolgoz6 PlantSize program segitségével egyszeriien és
koltséghatékonyan kaphatunk informaciot a novények fenologiai és fiziologiai jellemz6irél. A
Klorofill-tartalom meghatarozasara hasznalt szamitogépes képelemz6 modszerek altalaban a
Hue vagy RGB szintér segitségével becsiilték meg a novények pigment tartalmat, de
morfoldgiai paraméterek megéllapitdsira nem alkalmasak (Majer és mtsai., 2010, Liang és
mtsai., 2017). A PlantSize programmal egyszerre tobb ndvényt is vizsgalhatunk és tobbféle
paraméterekrol szerezhetiink informéaciot: egyidejiileg vizsgalhatd a ndvények mérete, alakja
és szine (klorofill és antocian tartalom), ami egyediilallonak mondhat6 az in vitro képelemz6
alkalmazasok kozott. A technologia alkalmazédsa nem igényel koltséges berendezéseket, a
képalkotas egy hagyomanyos digitalis kamera segitségével torténik, majd a program
felhasznalobarat feliiletén keresztiill a képelemzés gyorsan (kb. 5-10 masodperc/foto)
elvégezhetd. A szabad forraskodu program elérhetové teszi a nagy ateresztd képeségli adatok
generalasat olyan laborokban is, ahol a koltséges fenotipizald platformok hasznalata nem
megoldhatd. A technologiat alapvetéen in vitro Arabidopsis novények vizsgalatahoz
optimalizaltuk, de megfeleld kalibraciét kovetden barmilyen lapos levélzettel, rozettaval
rendelkez6 novény jellemzésére is alkalmassa teheto.

A PlantSize segitségével konnyen és koltséghatékonyan tudtuk meghatarozni a
transzgénikus és vad tipusti névények in vitro novekedési titemét, klorofill és antocian tartalmat
a kiilonbozo stresszkezelések (paraquat, s6, ozmotikus stressz, ABS) soran. A PlantSize
rendszer segitségével sikeriilt olyan nagyszamu mérést elvégezni, ami a Lepidium cDNS
klonokat expresszalod transzgenikus Arabidopsis vonalak jellemzéséhez sziikséges volt. A
kvantitativ adatok birtokaban a korabbiaknal pontosabban tudtuk meghatarozni azokat a kicsi,
de szignifikdns novekedési, morfoldgiai vagy élettani kiilonbségeket, amik a stressztoleranciat

jellemezték.
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9. OSSZEFOGLALAS

A COS rendszer segitségével Lepidium crassifolium-ban sikeresen azonositottunk egy
kis fehérjét (Small Paraquat Resistance protein, LcSPQ), melynek taltermeltetése az
Arabidopsis thaliana transzgenikus novényekben paraquat rezisztenciat eredményezett. A
LcSPQ homologjainak azonositdsa révén azt talaltuk, hogy SPQ tipusi gén minden, a
kiilonboz6é adatbazisokbol elérhetd, genomszekvencidval rendelkezd és altalunk vizsgalt
novényben megtaldlhatd. Az AtSPQ gén expresszidjanak megemelése szintén paraquat
rezisztenciat eredményezett, mig a gén funkcidvesztéses mutacidja (Spgl) enyhe érzékenységet
okozott. A 69 illetve, 70 aminosavbdl allo, citoplazmaban lokalizalt LcSPQ illetve AtSPQ
fehérjék fokozott aktivitdsa nem csak paraquat rezisztencidt eredményezett, de megndvelte
ABS hormonnal szembeni érzékenységiiket is, mig az Spql mutans abszcizinsav toleranciat
mutatott. Mind a Lepidiumbol mind az Arabidopsisbo/ szarmazdé SPQ fehérjét taltermeld
novények megemelkedett ellenalloképességet mutattak a vizhidny okozta szarazsagstresszel
szemben. A transzgenikus ndévények jobban talélték a kiszéradast és fotoszintetikus
elektrontranszportjuk is stabilabb maradt, mint a vad tipust Arabidopsis novényeknek. Bar a
pontos molekularis funkcidja ezeknek a kis fehérjéknek nem ismert, az egyértelmi, hogy
tobbféle stresszel kapcsolatos szabalyozé mechanizmust befolyasolnak. Tovabbi jellemzésiik a
szarazsagtliréssel kapcsolatos agrobiotechnologiai alkalmazasok kifejlesztéséhez vezethet.

A szamitdgépes képelemzés egyre elterjedtebb vizsgalati modszer, segitségével
egyszerlien ¢és gyorsan nyomon kovethetjik a ndvények fejlédése sordn bekdvetkezd
valtozasokat. Munkank sordn egy olyan nem destruktiv modszert fejlesztettiink ki, mellyel
informaciot szerezhetiink az Arabidopsis thaliana novények morfologiai ¢és fizioldgiai
paramétereirdl. A rozetta morfologiai jellemzdinek meghatarozasa soran linearis kapcsolatot
talaltunk annak mérete €s friss tomeg kozott, és hasonld tendenciat figyeltiink meg a friss tomeg
¢és a pixel szamok novekedése kozott is. A klorofill-tartalom meghatarozasa soran pozitiv
korrelaciot allapitottunk meg a ndvények Hue értéke (szinarnyalat) és a mért klorofill tartalom
kozott, mig az antocidn tartalom esetében inverz Osszefliggést taldltunk. A PlantSize
alkalmazassal egyszerien és koltséghatékonyan kaptunk adatokat az novények rozetta
méretéhez kothetd paramétereinek (teriilet, konvex hull, lefedettség, friss suly) valamint a
klorofill és antocian tartalmédnak véltozasarol. A program és a kidolgozott analitikai modszer
segitségével hatékonyan és pontosan tudtuk a stresszhatasok kovetkezményeit vizsgélni, a
Lepidium cDNS klonokat taltermeld transzgenikus novények novekedését, élettani jellemzoit

nem destruktiv médon tanulméanyozni, stressz tolerancidjukat jellemezni.
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10. SUMMARY

The Small Paraquat resistance protein (SPQ) of Lepidium crassifolium has previously
been identified due to its capacity to confer paraquat resistance to overexpressing transgenic
Arabidopsis plants. LcSPQ overexpression of the closely related but previously unknown
Arabidopsis SPQ can also enhance resistance to paraquat, while the knockout Arabidopsis
mutant is slightly hypersensitive to this herbicide. The AtSPQ and LcSPQ proteins are
composed of 70 and 69 amino acids, respectively, and both of them are localized in the cytosol.
Besides being implicated in paraquat response, overexpression of SPQs enhance sensitivity to
abscisic acid (ABA), while the T-DNA insertion of AtSPQ is insensitive to ABA. As
consequence of ABA hypersensitivity, SPQs can considerably improve drought tolerance by
reducing water loss, stabilizing photosynthetic electron transport and enhancing plant survival
in water-limited environment. Although deciphering the precise biological function of SPQ
proteins requires further studies, our data suggest, that SPQ proteins has pleiotrop function
connecting multiple regulatory pathways in stress responses. Enhancement of drought tolerance
and paraquat resistance through increased expression of the SPQ genes can have
agrobiotechnological perspectives in crop plants.

Image analysis of plants through color imaging is an increasingly popular method to
define growth parameters, characterize plant development in time. We have developed
a non-invasive method, which simultaneously measures basic morphological and physiological
parameters of in vitro cultured plants such as Arabidopsis thaliana. Changes of plant size, shape
and color is monitored by repeated photography with a commercial digital camera. Images are
analyzed with the Matlab-based computer application PlantSize, which simultaneously
calculates several parameters including projected rosette area (pixel area, fresh weight, convex
area and ratio), and color (chlorophyll and anthocyanin contents). Numerical data are exported
in MS Excel format. Subsequent data processing provides information on growth rates,
chlorophyll and anthocyanin contents. The developed technology offers a simple, affordable
and fast way to measure several morphological and physiological parameters of Arabidopsis
plants. The methods are based on non-destructive imaging allowing repeated measurements and
monitoring changes of various growth parameters in time. Using the PlantSize technology we
were able to study precisely the effects of different stress conditions on Arabidopsis plants and
characterize growth and basic physiological parameters of transgenic Arabidopsis plants,

expressing Lepidium cDNA clones, which modulate their stress tolerance.
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12. FUGGELEK

A felnagyitott, egyedi kijeidiéshez hasznalt
segédablak (Magnify’)

Fiiggelék 1. abra: A PlantSize kezel6i feliilete.
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Fiiggelék 2. abra: Az Agrobacterium-kozvetitette ndvény transzformaciohoz felhasznalt 35S::AtSPQ
konstrukciot pTCO27235S (Rigo és mtsai., 2016) tartalmazd binaris vektor szerkezete.

LeSPQ

attR1

35S promoter
NOS terminator

NOS terminator
NOS terminator
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NOS promoter 35S promoter

RB

355::LcSPQ-GFP
16 496bp

Fliggelék 3. abra: Az Agrobacterium-kozvetitette novény transzformacidhoz felhasznalt 35S::L.cSPQ-
GFP konstrukciot tartalmazé pGWBS (Nakagawa és mtsai., 2007) bindris vektor szerkezete.
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Fliggelék 4. abra: Az Agrobacterium-kozvetitette ndvény transzformaciohoz felhasznalt 35S:: AtSPQ-

GFP konstrukciot tartalmazo pGWBS (Nakagawa ¢€s mtsai., 2007) binaris vektor szerkezete.

A

agtgcaggctagtcecgeggecgettgatatcacaagtttgtacaaaaaagttggeggecgecgegtttetgetgaaatecea
aacaaaaaagaaaaatattatagagagagagtaaaaaATGTTACAGCTGTTCTTTACGATAGCGTTCTCGGCGGCGCCGTT
AACGTTGTATATACCGCCGATGAGATGTTTGACGGTGTTTGT TGAGAC GATGGAAGAGATGGGAATGGAAGGTAGGGTTTA
TAGCCGGAGACT CTTACCTCGTGCCAGAATTGCTTGGTCTAGGCTTCTCGATTGCTTATTCTCCTCTTCACGTCCTCTCGC
TTAAtttgttcgtcttcteocttectectgtgtagatatacaaatattctecaatttggttttttgtgttgatcacgtacatgtt
tEEEatttcgatgtaattcgagatttaggtttttgttgttgttgttgttgatcaaaataattaggagatggatctgaaact
ctttttgttctgagectctetttattttaaaacaaaaaaaaaaaaaa

B

MLQLFFTIAFSAAPLTLY IPPMRCLTVEVETMEEMGMEGRVY SRRLLPRARIAWSRLLDCLESSSRPLA

Fuiggelék 5. abra: A PL372PQO01 vonal szekvencia analizise. A) A ¢cDNS inszert nukleotid
szekvenciaja. A nyilt leolvasasi keretet (ORF) a kék betiik jelolik. B) A prediktalt aminosav
szekvencia. Piros alahuzas a feltételezett szignal szekvenciat jeloli.
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Fiiggelék 6. arba: A PL372PQO01 vonalbdl szarmazd cDNS pCaMV 35S promoter altal iranyitott
expresszioja a fliggetlen transzgénikus vonalakban.

Dataset: 10 developmental stages from data selection: AT_AFFY_ATH1-0
Showing 1 measure(s) of 1 gene(s) on selection: AT-0

@ AT3G52105

1QRY

Level of expression
\
/
|
|

MEDILIM [;

[ Low ]
@

Stage of development ’ o= “&“A ‘ »i i/ /o p

Number of samples
515 2785 836 21% 369 720 1038 274 93 18

created with GEMEVESTICATOR

Fiiggelék 7. abra: AtSPQ gén transzkript szintje. AT3G52105 expresszids profiljanak az elemzése a
kiilonb6zé  fejlodési  stadiumokban  (GeneChip®  Arabidopsis ATH1  Genome  Array,
https://genevestigator.com/gv/).
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Filter values for selected measure(s)

=1
Arabidopsis thaliana (122) ?, 135t e
2| pi-score Log2-ratio  Fold-Change p-value
Aktivalas
AT-00657 drought study 17 (10d) / untreated Col-0 flower bud samples (1| 184 123 236 0.032
AT-00447 hypoxia study 8 / untreated Col-0 root samples 153 0.59 150 0.003
AT-00617 hypoxia study 17 (pPEP:HF-RPL18) / mock treated pPEP:HF-RPL| 0.81 0.79 174 0.095
AT-00617 hypoxia study 17 (pRPL16B:HF-RPL18) / mock treated pRPL16B: 071 0.64 156 0.077
AT-00120 osmotic (late) / untreated green tissue samples (late) 274 0.74 167  <0.001
AT-00120 osmotic study 2 (late) / untreated root samples (late) 3.05 0.76 169 <0.001
AT-00656 salt / FACS study 2 (1h) / root cortex protoplast samples of moc! 175 0.76 168 0.005
AT-00534 salt study S (Col-0) / mock treated primary root tip samples (Col| 0.90 0.61 152 0.034
AT-00468 ABA + DMTU (20h) / solvent treated cell suspension samples (2 118 0.62 154 0.013
AT-00420 ABA study 6 (Col-0) / untreated plant samples (Col-0) 178 0.71 163 0.003
AT-00433 ABA study 7 (agb1-2 gpal-4) / solvent treated guard cell samp 0.79 0.64 158 0.058
AT-00433 ABA study 7 (Col-0) / solvent treated guard cell samples (Col-0) 2.87 0.86 182 <0.001
AT-00433 ABA study 8 (agb1-2) / solvent treated leaf samples (agb1-2) 0.60 0.59 151 0.093
AT-00433 ABA study 8 (agb1-2 gpal-4) / solvent treated leaf samples (ag| 127 0.72 1.63 0.017
AT-00433 ABA study 8 (Col-0) / solvent treated leaf samples (Col-0) 2.86 1.06 21 0.002

181 0.83 178 0.007
181 0.72 165 0.003
122 077 17 0.027
251 1.00 199 0.003

AT-00693 kmligh( study 5 (Col-0) / standard light (Col-0)
AT-00693 low light study S (rap2.4a) / standard light (rap2.4a)
AT-00281 night (inter / d rosette
AT-00281 night (late) / d rosette i

Represszalass
AT-00490 stratification (48h) / seed desiccation 3.78 -1.09 -214  <0.001

]
AT-00490 germination (1h) / seed desiccation 3.41 -1.22 -2.33 0.002
AT-00490 ger (6h) / seed 5.70 -1.43 -2.71 <0.001
AT-00490 germination (12h) / seed desiccation 7.79 -1.95 -3.86  <0.001
AT-00490 germination (12h) / stratification (48h) 264 ~0.85 -1.81  <0.001
AT-00490 germination (24h) / seed desiccation 10.59 -2.65 -6.27 <0.001

AT-00490 germination (24h) / stratification (48h) 6.22 -1.55 -294  <0.001
AT-00490 germination (48h) / seed desiccation 12.93 -3.23 -9.41 <0.001
AT-00490 ger (48h) / (48h) 856 -2.14 -440  <0.001
AT-00691 shift low light to dark to high light (355:MBS1) / shift low light to 1.88 -0.78 -171 0.004
AT-00691 shift low light to dark to high light (Col-0) / shift low light to dark 061 -0.75 -1.71 0.151
AT-00691 shift low light to dark to high light (flul-1) / shift low light to dark| 3.04 -0.80 -1.74 <0.001
AT-00691 shift low light to dark to high light (RNAI-MBS2 mbs1-1) / shift 149 -0.59 -151 0.003
AT-00675 shift low to high light (adg1-1) / low light study 3 (adgl-1) 133 -0.62 -153 0.007
AT-00693 shift low to high light study 4 (Col-0) / low light study 5 (Col-0) 457 -133 -2.53 <0.001
AT-00693 shift low to high light study 4 (rap2.4a) / low light study S (rapz 4.70 -131 -249  <0.001
AT-00650 24-eBL + glucose (dark) / mock treated seedling samples 361 -114 ~2.20 <0.001
AT-00650 24-eBL + glucose (dark) / 24-eBL (dark) 499 -1.25 -2.37 <0.001
Szin skala
Log2-ratio

=25 .20 .15 .10 .05 00 05 10 1S5 20 25

Down-regulated Up-regulated

Fiiggelék 8. abra: Az AtSPQ gén kifejezddésének a szintje a Genevastigator expresszios adatbazis
(Hruz és mtsai., 2008, https://genevestigator.com/gv/) alapjan.

Kontroll Paraquat
AT3 AT3

Col-0

Fiiggelék 9. abra: AtSPQ cDNS-t taltermel6 fiiggetlen Arabidopsis transzgénikus novények paraquat
rezisztencigja. Kontroll (1/2 MS) és 0,3 uM paraquat tartalmu taptalajon névekedve. AT1-AT4: T2-es
szegregalo AtSPQ cDNS-t tultermeld vonalak. S14: homozigota LCSPQ cDNS-t tiltermeld vonal.
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Fiiggelék 1. tablazat: Alkalmazott primerek listaja.

Név
AtSPQ-F-Sall
AtSPQ-R-Smal
AtSPQ-AttB1-F
AtSPQ-AttB2-R
LcSPQ-AttB1-F
LcSPQ-AttB2-R
pTCO35SNEWS5
p35S2

GFP-Rev

SPQ-F

SPQ-R

LBb1.3
Leme-18s-F
Leme-18s-R
A/Lc18S-gPCR-F
At/Lc18S-gPCR-R
Lesa-GAPDH-F
Lesa-GAPDH-R
AU/LcGAPDH-F
AULCcGAPDH-R
UBC18-F
UBC18-R
AtSPQ-gPCR-F1
AtSPQ-qPCR-F2
AtSPQ-qPCR-R
LcSPQ-qPCR-F
LcSPQ-gPCR-R
AT3G52110-F
AT3G52110-R

Szekvencia 5' -> 3'
GAAGTCGACAAATCACGATCTGCGTTTCCC
CAACCCGGGCAAATTTGATTCAATCTCTTACT
CAAGTTTGTACAAAAAAGCAGATGTTGCAGCTGTTTTTCA
TCACGTCCTCTCTCTTCTTCAGCTTTCTTGTACAAAGTGG
CAAGTTTGTACAAAAAAGCAGATGTTACAGCTGTTCTTTA
CTCTTCACGTCCTCTCGCTTCAGCTTTCTTGTACAAAGTGG
GCAGGACGATCCGTATTTTTACAAC
ATAAGGAAGTTCATTTCATTTGGAGAGGAC
CGGTTCACCAGGGTGTCGCC
GATGGTGACGCTAGAGAATGG
CTGGGCAAATTTGATTCAATC
ATTTTGCCGATTTCGGAAC
CTGCCAGTAGTCATATGCTTGTCT
CCCCAACTTTCGTTCTTGATT
ATTTCTGCCCTATCAACTTTCG
GTTTCTCAGGCTCCCTCTCC
CAAGGACTGGAGAGGTGGAA
CAAACTTGTCGCTCAAAGCA
AGGCTGTTGGAAAGTGTTGC
TCTCATCGTATGTTGCAGCTTT
ACAGCAATGGACATATTTGTTTAGA
TGATGCAGACTGAACTCACTGTC
AAATCACGATCTGCGTTTCC
AAGATGTTTGACGGTGTTTGTG
TCCAGCTATAAACCCTACCTTCC
GAGATGTTTGACGGTGTTTGTT
TCCGGCTATAAACCCTACCTTC
TAAGAACCAGAGAACGTCCAATC
AAGATGAAGCTGAAGAAGAAAAGAAC

Alkalmazas

AT3G52105 cDNS fragment felszaporitasa
AT3G52105 cDNS fragment felszaporitasa
AT3G52105 cDNS fragment felszaporitasa
AT3G52105 cDNS fragment felszaporitasa (stop kodon médositasa)
LcSPQ cDNS fragment felszaporitasa

LcSPQ cDNS fragment felszaporitasa (stop kodon mdédositésa)
Klénok validalasa a pT Co272/35S binéris vektorban
Fragmentek szekvenalasa

Klénok validalésa a pGWBS5 binéris vektorban

Mutéans genotipizalas

Muténs genotipizalas

Muténs genotipizalas

Lepidium meyenii 18s szekvencia felszaporitasa
Lepidium meyenii 18s szekvencia felszaporitasa
Lepidium és Arabidopsis 18S qPCR primer
Lepidium és Arabidopsis 18S gPCR primer
Lepidium sativum GAPDH2 szekvencia felszaporitasa
Lepidium sativum GAPDH2 szekvencia felszaporitasa
Lepidium és Arabidopsis GAPDH2 gPCR primer
Lepidium és Arabidopsis GAPDH2 gPCR primer
UBC18 gPCR primer

UBC18 gqPCR primer

AtSPQ gPCR primer

AtSPQ gPCR primer

AtSPQ gPCR primer

LcSPQ gPCR primer

LcSPQ gPCR primer

AT3G52110 gPCR primer

AT3G52110 gPCR primer
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